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1. Titulo

Evaluacion del protocolo PRESYNCH y COSYNCH para sincronizacion de celo

en cuyes (Cavia porcellus)



2. Resumen

Las biotecnologias reproductivas son una serie de biotécnicas que aumentan la
eficiencia reproductiva y mejora la genética, pero existe escasa informacion sobre el uso de
estas biotecnologias en producciones de cobayos, y menos sobre la aplicacion de protocolos de
sincronizacion de celo. Por lo que, en este trabajo se evalud la eficiencia de dos protocolos de
sincronizacion de celo, PRESYNCH y COSYNCH en cuyes (Cavia porcellus), por medio de
la ausencia de la membrana del cierre vaginal y el conteo de células epitelio-vaginales. Se
utilizaron 34 cobayas, a las cuales se aplicaron los protocolos PRESYNCH (D-18 PGF2a; D-8
PGF2a; DO GnRH; D5 PGF2a; D7 GnRH) (n=17) y COSYNCH (D0 GnRH; D6 PGF2a; D8
GnRH) (n=17) en un disefio completamente aleatorizado; pasadas 12 horas de finalizados los
protocolos, se realizé la visualizacion de la membrana vaginal y el hisopado para el conteo de
células epitelio-vaginales. En cada protocolo una sola hembra presentd ausencia de la
membrana de cierre vaginal. Ademas, las hembras que presentaron ausencia de membrana
mostraron mayor porcentaje de células queratinizadas, en promedio 49,25%. Por otro lado, en
el conteo de células se pudo verificar que el protocolo COSYNCH presentd mayor porcentaje
de células superficiales (29,5 %) y menor porcentaje de células basales y parabasales (27,9%)
lo que muestra mayores probabilidades de que sus hembras se aproximen al estro; en
comparacién con el protocolo PRESYNCH que mostr6 menor porcentaje de células
superficiales (22,3%) y mayor conteo de células basales y parabasales (34,4%). Podemos
concluir que la membrana vaginal y el conteo de células epitelio-vaginales sirven como
indicativos de la presencia del estro en cobayas. Asi también, por medio de esta técnica se
demostré que el protocolo COSYNCH resultdé ser mas eficiente frente al protocolo
PRESYNCH, aproximando las hembras al estro.

Palabras clave: GnRH, PGF2a, membrana vaginal, conteo de células epitelio-

vaginales, IATF.



Abstract

Reproductive biotechnologies are a series of biotechniques that increase reproductive
efficiency and improve genetics, but there is scarce information on the use of these
biotechnologies in guinea pig production, and even less on the application of estrus
synchronization protocols. Therefore, in this work, the efficiency of two estrus synchronization
protocols, PRESYNCH and COSYNCH in guinea pigs (Cavia porcellus), was evaluated by
means of the absence of the vaginal closure membrane and the count of epithelio-vaginal cells.
Thirty-four guinea pigs were used, to which the protocols PRESYNCH (D-18 PGF2a; D-8
PGF2a; DO GnRH; D5 PGF2a; D7 GnRH) (n=17) and COSYNCH (D0 GnRH; D6 PGF2a; D8
GnRH) (n=17) in a completely randomized design; 12 hours after completion of the protocols,
visualization of the vaginal membrane and swabbing for epithelio-vaginal cell count were
performed. In each protocol, only one female presented absence of the vaginal closure
membrane. In addition, the females that presented absence of membrane showed a higher
percentage of keratinized cells, on average 49.25%. On the other hand, the cell count showed
that the COSYNCH protocol presented a higher percentage of superficial cells (29.5%) and a
lower percentage of basal and parabasal cells (27.9%), which shows a higher probability of
females approaching estrus, compared to the PRESYNCH protocol, which showed a lower
percentage of superficial cells (22.3%) and a higher percentage of basal and parabasal cells
(34.4%). We can conclude that vaginal membrane and epithelio-vaginal cell counts serve as
indicators of the presence of estrus in guinea pigs. Also, by means of this technique, it was
demonstrated that the COSYNCH protocol was more efficient than the PRESYNCH protocol,

bringing females closer to estrus.

Key words: GnRH, PGF2a, vaginal membrane, epithelio-vaginal cell count, IATF.



3. Introduccién

Las biotecnologias abarcan una serie de biotécnicas que aumentan la eficiencia
reproductiva y colaboran en el mejoramiento genético, contribuyendo al desarrollo de los
sistemas de produccion. Se tiene una amplia informacion sobre la variedad de métodos como
protocolos de sincronizacién, superovulacion, colecta de embriones, criopreservacion, etc., en
diferentes especies animales de produccion pecuaria por ejemplo bovinos, ovinos, caprinos,
equinos, porcinos, entre otros (Gonzales & Gonzales, 2005)

El cuy (Cavia porcellus) es uno de los principales alimentos del pueblo andino, siendo
su crianza una actividad que se lleva a cabo, sobre todo, en sectores rurales de nuestro pais. El
cuy es un excelente productor de carne, con rapida reproduccion y crianza econémica; llegando
a satisfacer necesidades alimenticias y de alto valor nutricional; sin embargo, algunos
productores suelen tener muchas complicaciones respecto a su manejo reproductivo (Encalada
Echeverria, 2011 & Salcedo Macalupu, 2016).

Hay muy poca informacion y escasos estudios sobre el uso de biotecnologias
reproductivas en producciones de cobayos, y méas especificamente sobre la aplicacion de
protocolos de sincronizacion de celo; por ende, se desconoce las ventajas y desventajas que
podrian llegar a influir en los indices de estro, fertilidad, parto, entre otros aspectos del manejo
reproductivo de esta especie animal; por lo que dificulta realizar investigaciones con resultados
positivos en el &mbito reproductivo de cobayos (Obregdén Polo, 2009 & Salcedo Macalupu,
2016).

Obtener mas informacidén sobre el uso de algunas hormonas, establecer su dosis y el
efecto que puede reflejar en los cuyes, nos permite ampliar y optimizar el manejo productivo y
reproductivo en producciones de cobayos; ademas genera mayor aporte para futuras
investigaciones al utilizar estudiar la poliovulacién, electroeyaculacion, colecta de embriones,
entre otras biotecnologias que se puedan desarrollar en la especie cobaya.

Este trabajo tuvo por objetivo evaluar dos protocolos de sincronizacion de celo que son
el PRESYNCH y COSYNCH; su forma de aplicacion correcta, es decir, la cantidad y el tiempo
en el que se aplica; su eficiencia en los indices de deteccidn de celo, la fertilidad, prefiez y parto;

pudiendo resultar en una biotécnica que mejorara el manejo reproductivo.



4. Marco Tebrico

4.1.  Anatomia del Aparato Reproductor del Cobayo
4.1.1. Anatomia del Aparato Reproductivo de la Hembra
El aparato reproductor femenino consta de los siguientes érganos: los ovarios, los
oviductos, el utero (cuernos, cuello y cuerpo uterino), la vagina y la vulva; estos érganos estan
sostenidos por el ligamento ancho; el cual consta del mesoovario (sostiene ovario); el
mesosalpinx (sostiene oviducto); y el mesometrio (sostiene Utero) (Yllera, Lombardero &
Camifia, 2020).
41.1.1. Ovarios. Son pequefios, amarillentos, de forma oval. Su funcion es
producir évulos; y funcionan como glandulas que producen estrégenos y progesterona
(Preissecker, 1958; Lépez, 2000).
4.1.1.2. Oviductos. Los oviductos (tubas uterinas) son érganos pares, que se
divide en tres partes que son: infundibulo, &mpula e istmo. Estos 6rganos llevan a cabo
funciones esenciales como son: el transporte de los gametos, la capacitacion
espermatica, la segmentacion embrionaria y el transporte sincronizado del embrién
hacia el Gtero para su posterior anidacion (Yllera, Lombardero & Camifia, 2020;
Villamarin, 2016).
4.1.1.3. Utero. Presenta un Gtero bicorne, en forma de V, sostenido por el
ligamento ancho; se subdivide en cuernos, cuerpo y cuello uterino (Rodriguez et al.,
2009; Villamarin, 2016). Ambos cuernos forman una V con su vértice posterior y
extremos anteriores, tienen forma conica (Rodriguez et al., 2009).

El cuerpo uterino es corto y aplanado dorsoventralmente, sus paredes internas
estan revestidas del endometrio, se encarga de secretar sustancias nutritivas para
alimentar al cigoto (Rodriguez et al., 2009). El cuello uterino es aquel que conecta al
Gtero con la vagina; tiene una consistencia dura y presenta una estructura muscular
gruesa (esfinter o anillo) (Wagner & Manning, 1976; Rodriguez et al., 2009).
4.1.1.4. Vagina. Es un tubo de musculo fibroelastico ubicado en la cavidad
pelviana, su funcion es receptar el pene durante la copula y de pasar el feto en el parto
(Aliaga, Moncayo, Rico, Caycedo, 2009; Villamarin, 2016).

4.1.15. Vulva. Es la abertura externa en forma de V o Y invertida, con sus dos
ramas en posicion ventral corresponde al orificio vulvar; que en su posicién mediay

ventral presenta una escotadura pronunciada, en donde se encuentra el meato urinario



con aspecto semejante al esfinter anal (Jiménez, 2005; Aliaga, Moncayo, Rico,
Caycedo, 2009).
4.2.  La Reproduccién en cobayos.

El cruce de la hembra con el macho sirve para fecundar un ovocito, crear un embrion y
perpetuar la especie. Los cuyes son poliéstricos durante todo el afio; el estro aparece cada 16
dias y desaparece con la prefiez. La reproduccion en cuyes consta de 4 fases importantes:
Empadre, Gestacidn, Parto y Lactancia (Chauca de Zaldivar, 1997; & Chirinos, et al., 2008).
4.2.1. Pubertad o Madurez Sexual.

La pubertad es el periodo en el que el animal inicia su vida sexual y manifiesta el
desarrollo en sus 6rganos reproductivos; apareciendo el primer estro. La pubertad depende de
la calidad alimentaria y el manejo; por lo que, en condiciones normales, la pubertad en las
hembras llega entre los 55-70 dias, y en los machos entre los 60—70 dias. En esta etapa los
cuyes jovenes inician las funciones hormonales que definen las caracteristicas de su sexo
(Salcedo, 2016; Villamarin, 2016).

A pesar de que ya puedan reproducirse, no estan dptimas para ser cubiertas; ya que,
fisicamente aln no estan desarrolladas ni aptas para ser madres. En caso de haber cépula, la
hembra sufre un retraso total en su desarrollo, dando crias pequefias, raquiticas y susceptibles
a enfermedades. La edad adecuada para iniciar el apareamiento es de 3—4 meses, cuando han
madurado organicamente y han alcanzado un peso optimo (600-800 g hembras y 1 000 g
machos) (Villamarin, 2016).

4.2.1.1. Ciclo Estral. Es el intervalo entre celo y celo; y una duracion entre

13-22 dias, promedio de 16 dias; y promedio de ovulacién de 3.14 6vulos. Los

cobayas son poliéstricas todo el afio. El estro o celo es la fase en donde la hembra es

receptiva al macho. El ciclo estral presenta cuatro fases bien definidas, que son:

Proestro; Estro, calor o celo; Metaestro y Diestro. (Bearden & Fuquay, 1982; Salcedo,

2016; Toalongo, 2020).

e Proestro: Se incrementa la accién de los drganos reproductores; dando una congestion de
los genitales externos y secrecion serosa. Esta fase tiene una duracion promedio de 18
horas, pero se extiende entre 1-1,5 dias; presentandose una actividad de “montaje”
entre hembras, relacionado con la estimulacion estrogénica y el desarrollo folicular
(Almeida, 2016; Salcedo, 2016).
> Citologia Vaginal En Proestro.

Presenta abundante mucus y células intermedias grandes o pequefias
(Aranibar & Echevarria, 2014).



Figura 1. Citologia aginal del cUy. >roestro: Gran cantidad células
intermedias y presencia de mucus, 100X, HE.
Fuente: Aranibar, & Echevarria. (2014).

e Estro: Este periodo ocurre principalmente durante la noche y es donde la hembra
acepta al macho, debido a los cambios bruscos de niveles hormonales, sobre todo
de los estrogenos. Esta fase dura entre 8-24 horas, promedio de 10-12 horas. El
macho, al copular, expulsa en la parte final del eyaculado una sustancia gelatinosa;
que permite mantener un pH adecuado para la supervivencia de los
espermatozoides y forma un tapdn que evita la salida de la esperma, también
conocido como “tapon plus”. Presentan estro rapidamente entre 2—-3 horas después
del parto, con un 75-80% de fertilidad; también presentan estro post-destete a los 5
dias de destetadas las crias. (Jiménez, 2005; Ferrer, 2016; Almeida, 2016).
> Deteccion De Celo
Se deben escoger métodos de deteccion de celo menos invasivas y las
menos estresantes para la cobaya, los cuales son: la observacion visual del efecto
de lordosis; la presencia o ausencia de membrana de cierre vaginal, y citologia
vaginal para la observacion de células epitelio-vaginales que ayudan a corroborar
el diagnostico de fase estral (Ferrer, 2016; Aguild, 2018).



Figura 2. Monitoreo de la membrana vaginal del cobayo. Durante el periodo latente del
ciclo del estro; la membrana vaginal de la cobaya (linea discontinua) esta visiblemente
cerrada (A, B). 4 - 5 dias antes de la ovulacion, se observan cambios en el color de la
membrana vaginal que indican una perforacion potencial de la membrana (C). En el momento
de la ovulacion, la membrana vaginal se perfora y aumentan las secreciones/mocos vaginales
(D). Después de la ovulacién, la membrana vaginal comienza a cerrar (E, F). La flecha
cerrada indica la abertura de la uretra, la flecha abierta indica el ano.

Fuente: Wilson, Lampe, Matushewski, Regnault, Jones. (2021).

> Citologia Vaginal En Estro.
Presenta gran cantidad de células superficiales, de forma poliédrica con
nucleo picnotico que a veces no se llega a ver (Aranibar & Echevarria, 2014).

Figura 3. Citologia vaginal del cuy. Estro: Predominio exclusivo de
células superficiales. 100X, HE.
Fuente: Aranibar, Echevarria. (2014).

e Metaestro: Es el periodo de recuperacion de los cambios del estro; su duracion
depende de la condicién del animal y la dieta, siendo entre 1-3 dias, con un

promedio de 1,5 dias. En esta fase rechaza al macho, da inicio al crecimiento del



cuerpo luteo y el utero adquiere caracteristicas fisiologicas para la implantacién del
6vulo fecundado (Almeida, 2016; Salcedo, 2016).
> Citologia Vaginal En Metaestro.
Se observa una escasa cantidad de leucocitos, células intermedias y una
reducida cantidad de células superficiales (Aranibar & Echevarria, 2014).

Figura 4. Citologia vaginal del cuy. Metaestro: Regular nimero de leucocitos
y mayor cantidad de células intermedias en relacion a las
superficiales, 400X, HE.

Fuente: Aranibar, Echevarria. (2014).

e Diestro: Es la fase mas larga, durando de 13-15 dias, con un promedio de 14,7
dias; conocida como fase de reposo o descanso reproductivo, y es donde el cuerpo
Iuteo ha crecido plenamente (Salcedo, 2016).
> Citologia Vaginal En Diestro.

En el diestro existen células parabasales, mas neutréfilos, células
intermedias mayores, células pequefias y medianas (Wijayanti, Setiatin &
Kurniant. 2017).

Figura 5. Citologia vaginal del cuy. Diestro: Gran cantidad de leucocitos
en relacion a las células intermedias, 400X, HE
Fuente: Aranibar, E., & Echevarria C., L. (2014).

4.3.  Hormonas reproductivas
Las hormonas sexuales participan en la pubertad, la fertilidad y la sexualidad. Las
hormonas sexuales por lo general se producen en los ovarios (hembras) y en los testiculos

(machos). Las hormonas sexuales femeninas mas importantes son el estrégeno y la



progesterona, que ayudan a desarrollar y mantener las caracteristicas sexuales y cumplen
funciones importantes en la fertilidad, el embarazo y el ciclo menstrual. Las hormonas son
producidas por las glandulas endocrinas y las glandulas reproductoras (Obregén, 2009;
Santiago, Trolice, Barranquero, & Salvador, 2022):

El hipotalamo produce la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), que estimula
a la hipofisis a liberar la hormona luteinizante (LH) y foliculo-estimulante (FSH) que
modulan la funcion ovarica. Con el crecimiento folicular, los foliculos de Graaf secretan
estrogeno (E2) que genera una retroalimentacion positiva al hipotalamo provocando un pico
de LH para causar la ovulacion. Posteriormente, se forma el cuerpo lUteo que secreta
progesterona (P4), para mantener la gestacion en caso de fecundacion; caso contrario, al final
del diestro habra la liberacion de prostaglandina (PGF2a) fisioldgica por el endometrio para
causar luteolisis y que la hembra retome nuevamente la ciclicidad (Prieto & Velazquez, 2002;
Santiago, Trolice, Barranquero, & Salvador, 2022).

4.3.1. Prostaglandina (PGF2a)

Las prostaglandinas son acidos grasos no saturados de 20 carbonos, formados por un
ciclopentano con dos cadenas laterales alifaticas. Para los animales domésticos de
reproduccién, la prostaglandina de gran importancia suele ser PGF2a; ya que juega un rol en la
ovulacion, lutedlisis, transportacion de gametos, motilidad uterina, expulsién de membranas
fetales, y transporte de esperma en machos y dentro de las hembras. La PGF2o causa rapida
regresion del cuerpo lateo funcional (lutedlisis), declinando la produccion de progesterona; lo
que provoca un desarrollo de foliculos ovaricos y estro con una ovulacion normal. La PGF2a
también actla estimulando directamente sobre el musculo liso uterino causando contraccion y
relajacion en el cérvix (Obregdn, 2009; Ferrer, 2016).

4.3.2. Hormona Liberadora de Gonadotrofinas (GnRH)

La GnRH es una hormona peptidica (decapéptido) sintetizada por el hipotalamo que
actla bioldgicamente a nivel de la hipofisis estimulando la secrecion de LH y FSH. Hay dos
liberaciones de estas hormonas, una es ténica y la otra es ciclica. La primera es basal, sin
cambios estacionales y tiene un sistema endocrino controlado por hormonas esteroides
(estradiol y progesterona). La secrecion ciclica de LH y FSH es caracteristica de la hembra y
muestra cambios importantes en el periodo preovulatorio; siendo el responsable de la ovulacién.
El pico preovulatorio de LH inicia con un aumento en las concentraciones de estrogenos
circulantes, influyendo positivamente en el eje hipotalamo-pituitario, liberando GnRH; la cual
desencadena la LH. El estrogeno actua a dos niveles: a nivel hipotalamico y a nivel pituitario;

los cuales ayudan a aumentar significativamente la GnRH, que a su vez liberard LH. El pico de
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LH produce un aumento folicular de esteroides gonadales (estradiol y progesterona) y
prostaglandinas, jugando un papel clave en el mecanismo intimo de la ovulacion (Obregon,
2009; Ferrer, 2016).

4.4.  Sincronizacion de Celo

El objetivo de la sincronizacion de celo es obtener ciertas hembras ovulando en una
fecha elegida, reduciendo tanto el trabajo como el tiempo. Por lo que, la sincronizacion del estro
se basa en la funcién de la progesterona, ya que inhibe la liberaciéon de LH impidiendo la
maduracion del foliculo de Graaf (Cole & Cupps, 1984; Rangel, et al., 2009; De la Mata & Bo,
2012).

Las hormonas son “mensajeros quimicos” naturales del cuerpo; provocando el estro y
la ovulacion; dicho concepto es aprovechado por el hombre, haciendo un manejo artificial
hormonal. Por lo que, para lograr la induccion y sincronizacion del ciclo estral mediante
productos hormonales, es preciso conocer la fisiologia reproductiva de la especie elegida, la
accion de las hormonas a usar y su interaccion. Gracias a los conocimientos en endocrinologia
del ciclo estral, los métodos de sincronizacion de estros han evolucionado y estos han servido
como base para ampliar el saber sobre las hormonas reproductivas (Navarro, 2004; Becaluba,
2006).

La manipulacidn del estro ha mejorado buscando métodos que optimicen costos, tiempo
y porcentajes de fertilidad, ofreciendo ventajas como disminucién del tiempo requerido para la
deteccion de estro, los animales presentan estro dentro de un tiempo predecible, facilita el uso
de inseminacion artificial y la transferencia de embriones y se pueden agrupar los nacimientos
de las crias en una época favorable (Navarro, 2004).

Hay escasa informacién relacionada a la sincronizacién de celo en cuyes, y los pocos
trabajos poseen informacién incompleta; no obstante, a nivel laboratorial se han podido detectar
celos por medio de hisopados vaginales. La sincronizacion de celo se realiza con diferentes
hormonas y en distintas combinaciones; mediante un implante subcutaneo, dispositivo
intravaginal e inyectable; actuando en la fisiologia del ovario; ya sea adelantando, atrasando o
induciendo el estro y la ovulacion. Una buena respuesta al programa de sincronizacion depende
de la fertilidad, estado corporal, tratamiento y un buen uso del programa, acorde a la categoria
de hembra a sincronizar (Salcedo, 2016).

Los estudios de la sincronizacién de celo en cobayas mas importantes son el de Encalada
(2011) quien obtuvo resultados positivos con las dosis de PGF2a de 0,02 mg/animal/IM
(presencia de celo en menor tiempo) y 0,04 mg/animal/IM (mayor numero de crias); de
Obregdn (2009) quien us6 dosis de PGF2a de 0,053 mg/animal/IM y a las 24 horas aplicd
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empadre dando un 85% de fertilidad comprobado con la prefiez; Bermeo & Guaman (2022)
decretaron que la dosis de PGF2a de 0,04 mg/animal/IM al dia 0 y 11 es eficaz, comprobado
con la apertura de lamembrana vaginal a las 24 y 48 horas de finalizado su tratamiento; también
Quenta (2020) usa la dosis de PGF2a de 0,04 mg/animal/IM con Estradiol (IM/Benzoato de
Estradiol), siendo efectivos los tratamientos 5 (D0 PGF2a, D2 Estradiol, Empadre por 7 dias)
y 6 (sincronizacion de celo por macho 15 dias, Empadre por 7 dias) con 72% de fertilidad en
ambos, verificado con la prefiez. Salcedo (2016) usé 0,002 mg Buserelina (GnRH)/animal/SC
con diferentes dosis de PGF2a y mismos dias de aplicacién en ambos tratamientos (D0 GnRH,
D7 PGF2a, D9 GnRH, D10 empadre por 24 h); siendo mas efectivo el tratamiento con mayor
dosis de PGF2a resultd ser més efectivo (83,33%) por la apertura de la membrana de cierre

vaginal.
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5. Material y Métodos

5.1.  Areade estudio

La presente investigacion se realizo en las instalaciones del Bioterio y el Laboratorio de
Diagnostico Integral de la Universidad Nacional de Loja (UNL), su ubicacion geogréfica se
encuentra a una altitud de 2 060 m.s.n.m.; con coordenadas de Longitud 79° 12° 12”°W a 79°
12° 157’0, Latitud 04° 02” 08> a 04° 02’ 10’ S; y con un clima templado andino de 16,6 °C
en promedio. La duracion del siguiente trabajo experimental tuvo un periodo de tres meses (90

dias) aproximadamente.

5.2.  Procedimiento
5.2.1. Enfoque metodoldgico

El proyecto tiene un enfoque metodoldgico mixto (cualitativo y cuantitativo). Se maneja
en un enfoque cualitativo ya que se evaluara la presencia o ausencia de la membrana de cierre
vaginal; también presenta un enfoque cuantitativo, dado que se evaluara el contaje de células
epitelio-vaginales en la citologia.
5.2.2. Disefio de la investigacion

La investigacion fue de naturaleza experimental; representado en un disefio
completamente aleatorizado.
5.2.3. Tamaiio de la muestra y tipo de muestreo

Se distribuyeron 34 cuyas aleatoriamente a los 2 protocolos de sincronizacion de celo
PRESYNCH y COSYNCH modificados a la fisiologia de la cobaya con un total de 17 cobayas
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en cada uno. Los animales se mantuvieron bajo las mismas condiciones ambientales, de
alimentacion y agua ad libitum.
5.2.4. Técnica
Para ambos protocolos se aplicaron las mismas hormonas: 0,04 mg/animal/IM de
PGF2a (Veteglan®, Calier, Argentina) y 0,002 mg/animal/IM de GnRH (Gonasyn GDR®,
Zoetis, Per0), utilizando jeringas de insulina con aguja de calibre 30G; en diferentes tiempos
realizando el siguiente procedimiento:

Tratamiento 1: Protocolo de sincronizacion PRESYNCH:

PGF2a PGFlu Gn PGF2 GnRH
™ T AT AT a0,
oy o’ — o -

DiA -18 DiA -8 DIiA D DIA S DiA 7

Tratamiento 2: Protocolo de sincronizacion COSYNCH:

GnRH PGF2x GnRH

I./"_"\.I r I./"_"\.I >
@ o @

DiA 0 DiA 6 DiA 8

A las 12 horas de finalizado los tratamientos, se realizo la observacion de la membrana
del cierre vaginal; se realizo el hisopado del canal vaginal y el frotis para el conteo de células
epitelio-vaginales.

Membrana del Cierre Vaginal: Se evalu0 la presencia o ausencia de la membrana del
cierre vaginal a las 12 h de finalizados los tratamientos; esta membrana permite que el canal
vaginal se mantenga cerrado, abriéndose Unicamente cuando presenta estro (celo) y al momento
del parto, para visualizarla se tiene que estirar un poco la piel cerca de la vulva de la hembra.

Presencia: No se encuentra en estro.

Ausencia: Se encuentra en estro.

Citologia Vaginal: Se tomaron muestras del epitelio vaginal, por medio de las técnicas
de hisopado, frotis, tincidon y observacion al microscopio, por cada cobaya.

e Hisopado: A cada hembra, se le introdujo un hisopo estéril descartable por el canal
vaginal cerca de 2 — 3 cm; una vez dentro se giré el hisopo y se realiz6 movimientos
circulares.

e Frotis: Una vez recolectado el material, se presiona el hisopo contra el portaobjetos

de manera horizontal, en tres filas, plasmando el material a estudiarse.
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e Tincion: Ya obtenido el frotis, se realizo la tincion de Diff—Quick; para lo cual se
sumergen los frotis 10 veces en los tres reactivos gue son: la solucién fijadora, la
tincion eosinofila, y tincion basofila.

e Observacion microscépica: Ya obtenidas las placas tefiidas, se las observo en el
microscopio a un aumento de 400x; fueron contabilizadas un total de 400 células
epitelio—vaginales y clasificadas en: Queratinizadas, Superficiales, Intermedias,
Basales y parabasales.

5.2.5. Procesamiento y analisis de la informacion

Para realizar el andlisis de la informacion, en el caso de las variables con distribucion
binomial se utilizo la prueba de chi cuadrado; en donde los p-valores < 0,05 fueron
consideradas como significativas.
5.2.6. Consideraciones éticas

Los animales fueron criados y mantenidos cumpliendo con las normas para el cuidado
y uso de los animales en investigacion en el “Cdodigo Organico del Ambiente" (ROS N° 983,

Ecuador).
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6. Resultados

A las 12 horas de finalizados los tratamientos PRESYNCH y COSYNCH a las
cobayas, se verificé si entraron en estro por medio de la visualizacion de la membrana del
cierre vaginal y del conteo de células epitelio-vaginales.

5.1. Membrana del cierre vaginal

Una hembra de cada protocolo presentd ausencia de la membrana vaginal (tabla 1),

considerandose hembras en estro.

Tabla 1. Relacion de la presencia y ausencia de membrana vaginal con el porcentaje (%) de
células epiteliales de 34 cobayas en edad reproductiva 12 h de finalizados 2 protocolos de
sincronizacion de celo.

PRESYNCH (n=17) COSYNCH (n=17)

Ausente (1) Presente (16) Ausente (1) Presente (16)
Queratinizadas 49,75 9,67 48,75 10,84
Superficiales 25,5 29,77 28,25 21,95
Intermedias 18,75 31,25 18 30,95
Basales y Parabasales 6 29,31 5 36,25

PRESYNCH (D-18 PGF2a; D-8 PGF2a; DO GnRH; D5 PGF2a; D7 GnRH)
COSYNCH (D0 GnRH; D6 PGF2a; D8 GnRH)

5.2.  Conteo de células

Las hembras del protocolo COSYNCH muestran mayor (p= 0,0001) namero de células
superficiales a diferencia del protocolo PRESYNCH (tabla 2), donde presentaron mayor (p=
0,0001) namero de células basales y parabasales.

Tabla 2. Frecuencia y porcentaje de células epitelio-vaginales de cobayas en edad reproductiva
12 h de finalizados 2 protocolos de sincronizacion de celo.

PRESYNCH (n=17) COSYNCH (n=17)

(%) (%)
Basales y Parabasales 2340 (34,4)2 1900 (27,9)°
Intermedias 2053 (30,2) 2075 (30,5)
Superficiales 1518 (22,3)° 2007 (29,5) 2
Queratinizadas 889 (13,1) 818 (12,0)

D1 a5 lineas con letras mintisculas en superindice indican diferencia estadistica (p valor < 0,05).
PRESYNCH (D-18 PGF2a; D-8 PGF2a; DO GnRH; D5 PGF2a; D7 GnRH)
COSYNCH (D0 GnRH; D6 PGF2a; D8 GnRH)

El numero de células epitelio-vaginales encontrados en los frotis se muestra en la Figura 6

16



250
PRESYNCH

D5 PGF 2u; D7 GnRH)
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— COSYNCH
(D0 GnRH; D6 PGF 2a; D8 GrRH)

Células epitelio-vaginales

Figura 6. Promedio de células epitelio-vaginales de cobayas en edad reproductiva 12 h de
finalizados dos protocolos de sincronizacion de celo.

BN D 15PGF2; D8 PGF; DO GnRH;
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7. Discusién

El objetivo de la sincronizacion de celo es obtener la ovulacién y estro controlado para
predecir el dia y momento en que un grupo de hembras esta listo para aparearse y asi reducir el
tiempo requerido para su deteccion y uso del macho (Hafez, 2002). Asi también el nuevo
protocolo de Co-Synch + CIDR por 5 dias busca acortar el tiempo de protocolos tradicionales
y han obtenido resultados eficientes en ganado de carne o leche (De la Mata & Bo, 2012)

La membrana de cierre vaginal en cobayas se abre Unicamente durante el estro y al final
de la gestacidn, tal como nos explica Aguilé (2018), asi que podemos afirmar que la ausencia
de esta membrana es un indicativo para determinar la presencia del estro; por lo que, de acuerdo
a los resultados obtenidos, sabemos que solo una hembra de cada tratamiento presento estro y
esto puede deberse a factores como la dosis de las hormonas y los dias de aplicacion.

Para establecer la dosis de PGF2a (0,04 mg/animal/IM/d-Cloprostenol) se baso en los
estudios de Encalada (2011), que para la PGF2a. obtuvieron resultados positivos con las dosis
de 0,02 mg/animal/IM (presencia de celo en menor tiempo) y 0,04 mg/animal/IM (mayor
namero de crias); y de Obregdén (2009) que uso 0,053 mg/animal/IM/Cloprostenol sddico
(PGF20a) y a las 24 horas aplic empadre dando un 85% de fertilidad comprobado con la prefiez.
Ademas, recientemente el estudio de Bermeo & Guaman (2022) decret6 que la aplicacion de
0,04 mg/animal/IM al dia 0 y 11 es eficaz, comprobado con la apertura de la membrana vaginal
a las 24 y 48 horas de finalizado el tratamiento.

Quenta (2020) indica que usa la misma dosis de PGF2a. (IM/d-Cloprostenol) que en el
presente estudio, asociada a Estradiol (IM/Benzoato de Estradiol), en seis tratamientos, y siendo
el mas efectivo el tratamiento 5 (D0 PGF2a, D2 Estradiol, Empadre por 7 dias) y tratamiento 6
(sincronizacion de celo por macho 15 dias, Empadre por 7 dias) con 72% de fertilidad en ambos,
verificado con la prefiez; no existe diferencia en el tiempo de empadre de este autor con un
empadre normal (continuo o controlado), por lo que no se sabria si lo propuesto por Quenta
(2020) es efectivo por su tratamiento o por el tiempo de empadre aplicado.

La dosis de GnRH (0,002 mg/animal/IM/Gonadorelina acetato) se estableci6 acorde al
trabajo de Salcedo (2016) quien usé 0,002 mg Buserelina (GnRH)/animal/SC con diferentes
dosis de PGF2a (1,25 y 2,5 mg/animal/SC/Dinoprost) y mismos dias de aplicacion en ambos
tratamientos (DO GnRH, D7 PGF2a, D9 GnRH, D10 empadre por 24 h); el tratamiento con
mayor dosis de PGF2a resulté ser mas efectivo (83,33%) en presentar estro a través de la
observacion de membrana de cierre vaginal, que el de menor dosis (66,66%). En dicho estudio,

a pesar de la ausencia de la membrana vaginal, muchas hembras no quedaron en estado de
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gestacion; esto puede ser debido al principio activo utilizado de GnRH en el estudio de Salcedo
(2016) en comparacion al utilizado en el trabajo de Dominguez (2023) y el presente estudio.
En el cuy, Aranibar & Echevarria (2014) menciona que el proestro presenta abundante
mucus y células intermedias grandes o pequefias; en estro hay gran cantidad de células
superficiales, de forma poliédrica y de nucleo picn6tico que a veces no se ve, ademas células
superficiales anucleares; en metaestro existe escasa cantidad de leucocitos, células intermedias
y pocas células superficiales; y el diestro tiene la mayor cantidad de leucocitos con escasa
cantidad de células intermedias. Sin embargo, Wijayanti, Setiatin & Kurniant (2017) difiere en
las células encontradas en cada fase; siendo asi, que el proestro presenta células superficiales
nucleadas y eritrocitos; en fase de proestro-estro el nacleo celular superficial esta enucleado;
en estro existen ceélulas superficiales dominantes con nucleo picnético y presencia de
eritrocitos; en metaestro muestra neutrofilos y células parabasales; y el diestro tiene células
parabasales, mas neutrofilos, células intermedias mayores, células pequefias y medianas.
Tomando el trabajo de Wijayanti (2017) y los resultados obtenidos, podemos establecer
que las células basales y parabasales representan metaestro; las células intermedias representan
el diestro, las células superficiales el proestro y las células queratinizadas el estro. El tratamiento
COSYNCH muestra una frecuencia alta en células intermedias (diestro) y células superficiales
(proestro), con valores de 2075 y 2007 respectivamente, siendo posible que estén proximos a
entrar a la fase de estro, mientras que en el PRESYNCH hay valores altos en las células basales
y parabasales (metaestro) y las células intermedias (diestro); con valores de 2340 y 2053
respectivamente, siendo que posiblemente se requiere de mas tiempo para llegar a la fase de
estro; es posible que el tiempo en el que se recolectaron las muestras sea una interferencia.
También, Dominguez (2023) us6 0,002 de GnRH (Gonadorelina)/mg/kg/IM con PGF2a,
(0,02 mg/kg/IM/d-Cloprostenol) en los tratamientos de Ovsynch (DO GnRH, D4 PGF2a y D6
GnRH) y Ovsynch+P4 (DO GnRH+P4, D4 PGF2a y D6 GnRH), aunque no obtuvo resultados
de prefiez, presentd ausencia de la membrana vaginal en una hembra de cada tratamiento.
Ambos tratamientos muestran a las hembras en fase final al diestro e inicio de proestro dado a
la frecuencia alta de células parabasales, seguido de células basales, luego de células
superficiales y por ultimo de células intermedias; sin embargo, el tratamiento Ovsynch mostro
mejor efectividad dado al alto porcentaje de células superficiales (19,23+20,66%); siendo
resultados similares al protocolo COSYNCH donde se muestra un alto porcentaje en las células
superficiales (28,25%) y en las células queratinizadas (48,75%), mostrando que las hembras de

estos protocolos se encaminan a la fase de estro.
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Por Gltimo, el estudio de Dominguez (2023) nos muestra que en la ausencia de
membrana vaginal es donde hay un mayor porcentaje de células superficiales (72,00£7,78%),
seguido de células intermedias, células parabasales y finalmente células basales; concordando
con los dos protocolos utilizados en el presente estudio, en donde la ausencia de la membrana
vaginal muestra mayor numero de células queratinizadas, seguido de células superficiales,
células intermedias y al final células basales y parabasales; demostrando que existe una estrecha

relacién entre el estro, la membrana vaginal y el tipo de célula presente en la citologia.
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8. Conclusiones

Con los resultados presentados podemos concluir lo siguiente:

e A través del conteo de células epitelio-vaginales, el protocolo COSYNCH tiende a ser
mas eficiente, dado a que muestra mayor nimero de células intermedias y superficiales
aproximandose al estro, en relacion al protocolo PRESYNCH.

e Laausencia de la membrana de cierre vaginal y el conteo de células epitelio-vaginales
son indicativos de la presencia de estro, por lo que nos ayuda a reconocer el estado estral

de una hembra.
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9. Recomendaciones

Realizar mas estudios en relacidon al ciclo estral de la cobaya, ondas foliculares y tiempo
de duracién de cada fase del ciclo estral.

Realizar estudios sobre el principio activo méas efectivo de cada hormona en los cobayos,
establecer una dosis y dias de aplicacion adecuados.

Llevar a la practica protocolos de sincronizacion de celo optimos en cuyes, y por
consiguiente explorar otras biotecnologias reproductivas para aprovechar mejor los

recursos de esta especie.
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Anexo 1.

INDUSTRIA ARGENTINA
USO VETERINARIO

GONASYN GDR

Gonadorelina Acetato
50 pg/mL.
Solucién Inyectable
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Hormonas usadas en el trabajo de investigacion (izquierda GnRH y derecha PGF2a).

Anexo 3.

d

Ausencia de la membrana de cierre vaginal.
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Anexo 4.

Anexo 5.

Presencia de la membrana de cierre vaginal.

),
Recoleccion de muestras para la citologia vaginal.
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