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RESUMEN

La citologia e histologia vaginal en hembras se utiliza cominmente en roedores para
clasificar las etapas del ciclo estral. Estudios iniciales reportaron una coincidencia entre la
ovulacion y la infiltracion de leucocitos en el frotis vaginal, definiendo asi la infiltracion
como un indicador de ovulacion en cuyes (Cavia porcellus). El objetivo de este estudio fue
comparar la precision de las técnicas de histologia y citologia vaginal en el cuy para predecir
la ovulacion que sera

determinada objetivamente por la presencia de un cuerpo liteo en formacion en el ovario.
Cuyes hembras (n=36) de 5 a 6 meses de edad fueron sincronizadas con progesterona (0.22
mg/ kg de solucion oral de Altrenogest, Regu-Mate Porcina®, Merck) durante 15 dias. Las
hembras sincronizadas se distribuyeron aleatoriamente en seis grupos a diferentes momentos
después de la ultima dosis de progesterona: 72, 84, 96, 108, 120 y 132 h, para evaluar la
apertura vaginal, citologia e histologia vaginal. Las variables analizadas en citologia fueron:
porcentaje de células epiteliales parabasal (PB), intermedias (I), superficiales (S) y
cornificados (C), asi como la presencia de leucocitos (LEU) y la celularidad del frotis (CF).
Las variables analizadas en la histologia vaginal fueron: presencia de estrato mucificado que
cubre la mucosa vaginal (MUC), estrato mucificado seguido de estrato corneo que cubre la
mucosa vaginal (MUC-CORN), estrato corneo que cubre la mucosa vaginal (CORN), estrato
granuloso que cubre la mucosa vaginal (GRAN), estrato germinativo que cubre la mucosa
vaginal (GERM) e infiltracion de leucocitos en el epitelio vaginal (LE) y lumen vaginal
(LL). Las variables fueron sometidas a analisis estadistico de Receiver Operating
Characteristic (ROC) y al area bajo la curva (AUC) para determinar la precision para
predecir la ovulacion. Los resultados indican que la ovulacion inicio a las 108 h hasta las
132 h post ultima dosis de progesterona. Adicionalmente las variables GRAN, LE, C
tuvieron una precisién de 0.88, 0.84 y 0.83 (ROC-AUC), para predecir la ovulacion,
respectivamente. Asimismo, el modelo matematico con variables citoldgicas e histoldgicas
obtenido por regresion logistica binaria para predecir la ovulacion muestra una prediccion
correcta del 86.1% y 91.7%, respectivamente y una precision de 0.93 y 0.97 (ROC-AUC).
En conclusién, las variables histologicas y citoldgicas de la vagina permiten una alta

precision en la prediccidn de la ovulacion de cuyes sincronizadas con progesterona.

Palabras claves: sincronizacién, ovulacion, citologia, histologia, cuy

Vi



ABSTRACT

Vaginal cytology and histology are commonly used in rodents to classify the stages of the
estrous cycle. Initial studies reported a coincidence between ovulation and leukocyte
infiltration in the vaginal smear, thus defining infiltration as an indicator of ovulation in
guinea pigs. The objective of this study was to study the accuracy of the use of vaginal
histology and cytology to predict ovulation in guinea pig which was objectively determined
by the presence of a corpus luteum in formation in the ovary. Female guinea pigs (n = 36)
from 5 to 6 months of age were estrous synchronized with progesterone (0.22mg / Kg oral
solution Altrenogest, Regu-Mate Porcina®, Merck) for 15 days. Synchronized females were
randomly distributed into 6 groups of different times after the last dose of Altrenogest: 72
(G1), 84 (G2), 96 (G3), 108 (G4), 120 (G5) and 132h (G6) to evaluate opening, cytology,
and vaginal histology. Epithelial cells were classified by cytology into parabasal(PB),
intermediate(l), superficial(S), cornified(C), Leukocyte(LEU) and smear cellularity (CF).
The histology of the vaginal tissue evaluated and classified into stratum mucified on vaginal
mucosa (MUC), mucified stratum followed by stratum corneum on vaginal mucosa (MUC-
CORN), stratum corneum on vaginal mucosa (CORN), stratum granulosum on vaginal
mucosa (GRAN), stratum germinativum on vaginal mucosa (GERM) and leukocyte
infiltration of the vaginal epithelium (LE) and vaginal lumen (LL). The variables were
analyzed by Receiver operating characteristic (ROC) and Area under the Curve (AUC) to
determine the precision of the variable to predict ovulation. The results indicate that
ovulation started at 108h to 132 h post last dose of progesterone. Additionally, the variables
GRAN, LE, C have an accuracy of 0.88, 0.84 and 0.83 achieved a ROC-AUC respectively
to predict ovulation, with p>0.05. Likewise, the mathematical model with cytological and
histological variables obtained by binary logistic regression to predict ovulation shows a
correct prediction of 86.1% and 91.7%, respectively, and an accuracy of 0.93 and 0.97
(ROC-AUC). In conclusion, the histological and cytological variables of the vagina allow a

high precision in the prediction of ovulation in guinea pigs synchronized with progesterone.

Keywords: synchronization, ovulation, cytology, histology, guinea pig

Vi



I. INTRODUCCION

El cuy (Cavia porcellus) es un animal nativo originario de los andes latinoamericanos
(Aranibar et al., 2014), siendo el Perd uno de los paises con mayor poblacién de animales.
Su crianza comercial se ha ampliado exitosamente en casi la totalidad de su territorio
(Chauca, 2007). Por tal motivo, la conservacion de la biodiversidad genética que tenemos
en nuestro pais es muy importante para nuestro futuro. A fin de lograr este objetivo, se
requiere entender su fisiologia reproductiva; y entre ello, conocer al detalle las fases del ciclo
estral y el momento de ovulacion, que permite determinar el momento de copula y el
desarrollo embrionario despues de la fecundacion. Para luego, conservar gametos y

embriones como recursos genéticos ex situ (Grégoire et al., 2010).

El comportamiento y las caracteristicas macroscopicas como la hinchazon en la vulva,
secreciones vaginales son métodos poco confiables para definir las etapas del ciclo estral y
determinar el momento de ovulacion en roedores (Cora et al., 2015). La primera
caracterizacion de los cambios que ocurren en el canal vaginal durante el ciclo estral fue
estudiada en el cuy por Stockard y Papanicolaou (1917) y sirvié como base para posteriores
estudios del ciclo estral en ratas (Long & Evans, 1922) y ratones (Allen, 1922). Se han
demostrado que elevados niveles de estrogenos inducen a la estratificacion y cornificacion
del epitelio de la mucosa vaginal (Garder, 1959) y una reduccion de los niveles de estrogenos
conduce a su descamacion (Kvinnsland & Abro, 1973; Gupta et al., 1989; Sato et al., 1997).
Siendo, el estrégeno, la hormona principal que impulsa el cambio de la mucosa vaginal
(Gupta et al., 1989).

Comunmente la citologia y la histologia vaginal se utiliza en roedores para clasificar las
etapas del ciclo estral (Montes & Luque, 1988; Lilley et al., 1997; Li & Davis, 2007; Gal et
al., 2014; Aranibar et al., 2014). Estudios iniciales (Stockard & Papanicolaou, 1917)
relacionaron los cambios en el frotis vaginal con eventos que se producen en el ovario de
cuy y encontraron coincidencia entre la ovulacion y el momento de infiltracion leucocitaria

en el frotis vaginal. Posteriores publicaciones realizadas por Young et al. (1933) y Hermreck



& Greenwals (1964) con hallazgos en el frotis vaginal indicaron que la infiltracion
leucocitica después de la cornificacion celular esta relacionada muy cercanamente con el
momento de ovulacién. Posteriormente, la mayoria de los estudios toman como base este
criterio para los protocolos de sincronizacion y ovulacion en cuyes (Norris & Adams, 1979;
Lilley et al., 1997; Shi et al.,2000; Luna et al., 2003; Susuki et al., 2003; Grégoire et al.,
2012, Aranibar et al., 2014).

A la fecha, existe poca informacion sobre el momento de ovulacidn en cuyes sincronizadas
en su ciclo estral y la relacion que podria haber entre citologia e histologia vaginal con el
momento de ovulacion. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue comparar la precision de
las técnicas de histologia y citologia vaginal en el cuy para determinar el momento de

ovulacion.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Fisiologia reproductiva del cuy
El cuy es un mamifero roedor originario de la zona andina de Bolivia, Colombia, Ecuador y

Per( (Chauca, 1997) y al igual que otro roedor como la rata (Freeman, 2006), son especies
poliéstricas no estacionales con ovulacion espontanea. La fisiologia reproductiva de estos
roedores al igual que los mamiferos es controlada por el eje hipotalamo-pituitaria-gonadal
(Caligioni, 2009). La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) presente en el
hipotalamo se libera y llega a la pituitaria anterior donde los gonadotrofos son estimulados
para secretar la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH)
(Freeman, 2006). Estas hormonas estimulan al ovario, promueven el crecimiento folicular y
la ovulacion (Sarkar et al., 1976). Siendo las etapas mas importantes, la pubertad, ciclo

estral, gestacion y parto, en las cuales se ejerce el control hipotalamo-hipofisis-ovario.

2.1.1. Pubertad

La pubertad es el periodo de transicion donde se alcanza la competencia reproductiva
(Hoffmann, 2018) y este se desencadena por una interaccion compleja entre la bioquimica
metabolica y neuroendocrina, siendo influenciado por factores intrinsecos y extrinsecos,

como la nutricién, edad, peso corporal, genética y estacion (Garverick & Smith, 1993).

La pubertad se caracteriza por cambios en la dinamica hormonal dentro del sistema
hipotalamo- hipoéfisis. Antes de la pubertad, los niveles de FSH y LH son muy bajos debido
a la supresion de secrecion de GnRH en el hipotadlamo a través de un mecanismo mediado
por el efecto de retroalimentacidn negativa de los esteroides (Garverick & Smith, 1993). Se
sugiere que el hipotalamo es extremadamente sensible al efecto retroalimentador negativo

del estrégeno antes de la pubertad, atribuido a un mayor nimero de receptores de estradiol



hipotaldmico. A medida que el animal se acerca a la pubertad, esta sensibilidad disminuye
gradualmente, resultando en un aumento gradual de la secrecidn pulsatil de GnRH y niveles
circulantes de FSH y LH (Ramirez & McCann, 1963; Herbison, 2016), estimulando asi la
maduracion del foliculo y la sintesis de estrogenos en los ovarios. Este crecimiento de

estrogeno provocaria el primer pico preovulatorio de gonadotropina (Messinis, 2006).

En roedores los signos puberales observados son la apertura vaginal y el estro. El estradiol
provoca la apoptosis de las células que forman una membrana delgada sobre la vagina,
ocasionando la apertura vaginal (Li & Davis, 2007; Caligioni, 2009). En ratas, la apertura
vaginal y el primer estro ocurren casi al mismo tiempo a una edad de 37.5 y 37.8 dias,
respectivamente (Clark & Price, 1981). En ratones, la apertura vaginal ocurre a los 29 dias
y 12 dias después se presenta el primer estro con el inicio de la ciclicidad regular (Figura 1)
(Champlin et al., 1973). En cuyes la primera apertura ocurre a los 53 dias y el primer estro
a los 55 dias (Loose & Terasawa, 1985)

A RATOM
M‘ M 2 " " Fr "
Dia bl
" postnatal 24 Apertura U%LiI'IEH 38 4 had
9 I Primer estro
B
RATA
g Dia L ¥ y y v
Postnatal 24 H 38 45 60
Apertura vaginal
9 Primer estro

Figura 1. Ocurrencia de la primera apertura vaginal y primer estro en ratones y ratas hembra.
A) En ratones la apertura vaginal ocurre a 29.12 dias y el primer estro a 41.0 dias,

B). En ratas, la apertura vaginal ocurre al dia 37.5 y el primer estro al dia 37.8

FUENTE: Clark & Price, 1981, citado por Piekarski et al., 2017

2.1.2. Ciclo estral

El ciclo estral es un conjunto de acontecimientos fisioldgicos inducidos y regulados por
GnRH, FSH, LH, progesterona, estradiol y prostaglandina a través de un sistema de

retroalimentacion positiva y negativa (Garverick & Smith, 1993).

El ciclo estral estd conformado por cuatro fases: proestro, estro, metaestro y diestro (Byers
et al., 2012), durante las cuales suceden una serie de cambios en las estructuras ovaricas y
concentraciones hormonales que conducen a la conducta de receptividad hacia el macho,

ovulacién y la preparacién del tracto genital para la copula (Fatet et al.,2011).



El proestro es el periodo en el que regresiona el cuerpo lateo (lutedlisis) del ciclo anterior y
el periodo de crecimiento folicular (Guaqueta, 2009). Al producirse la lutedlisis se origina
una disminucion de los niveles de progesterona y por efecto la retroalimentacion negativa
que ejercia sobre la secrecion de GnRH. Asimismo, aumenta las frecuencias del pulso de LH
y FSH seguida de un aumento en la secrecion de estradiol producida por el crecimiento
folicular (Pohler et al., 2020).

Durante el estro, se continda produciendo estrégenos. Estos elevados niveles inician el
comportamiento de celo y receptividad sexual. Ademas, produce una retroalimentacion
positiva sobre el LH, desencadenando un pico preovulatorio, iniciando asi la cascada de
eventos intrafoliculares, desencadenando en la ovulacién con la ruptura de los foliculos

ovaricos y la liberacion de ovocito (Garverick & Smith, 1993; Guaqueta, 2009).

El metaestro se caracteriza por el inicio de la formacion de cuerpo luteo a partir del foliculo
colapsado (cuerpo hemorragico). Y un aumento en los niveles de progesterona debido a la
luteinizacion de las células de la granulosa y teca (Forde et al., 2011; Pohler et al., 2020). El
diestro es la fase del ciclo estral donde el cuerpo luteo se desarrolla completamente y alcanza
su maximo didmetro (Guaqueta, 2009) y la concentracion de progesterona en sangre
permanecen elevadas para la preparacion del establecimiento y mantenimiento de la prefiez
(Niswender et al., 2000). Las hembras en las que no se produjo el reconocimiento del
embrion, el Gtero secreta prostaglandina que provocara lisis del cuerpo luteo (Ginther, 1974),
y es seguido del proestro y un ciclo subsiguiente. La duracién de las distintas fases del ciclo

estral en la rata, raton y cuy se observa diferencias (ver Tabla 1).

Tabla 1. Duracion de las distintas fases del ciclo estral en rata, ratén y cuy

Especie Rata Ratén Cuy
Proestro 12 horas < 24 horas 2-4 dias
Estro 12 horas 12-48 horas 6-11 horas
Metaestro 21 horas 24 horas 2-4 dias
Diestro 57 horas 48-72 horas 8-10 dias
Duracion de ciclo estral 4 dias 4-5 dias 15-17 dias
Referencia Paccola et al. (2013) Allen (1922) Lilley et al. (1997)

a) Foliculogénesis
En mamiferos, el desarrollo folicular inicia durante la etapa fetal con la formacion de

foliculos primordiales (Aerts & Bols, 2010). La foliculogénesis es un proceso que implica



el desarrollo de un foliculo primordial en un foliculo preovulatorio que liberard un ovocito
en la ovulacion (Garverick & Smith, 1993). Este proceso requiere de adecuadas sefiales
intraovaricas y extraovéaricas para completar con éxito el desarrollo folicular (Herndndez et
al., 2012).

Las células germinales primordiales, que se encuentran en el saco vitelino migran hacia las
crestas genitales en donde se formaran las futuras gonadas (Rimon-Dahari et al., 2016).
Durante la migracion, experimentan proliferacion activa y se diferencian en ovogonias.
Luego entran a meiosis para iniciar la sintesis de ADN premeioico y detenerse en profase
1(diploteno), denominandose ovocitos primarios (Rimon-Dahari et al., 2016). Estos
ovocitos se asocian y forman uniones con las células somaticas escamosas de la gonada que
son consideradas precursores de la célula pre-granulosa para conformar el foliculo
primordial (Young & McNeilly, 2010). La transicion de foliculo primordial a primario esta
marcada por un cambio morfologico de células escamosas a cuboidales llamados células de
la granulosa. Posteriormente, los foliculos primarios se desarrollan para formar foliculos
secundarios. Estos foliculos secundarios estan conformados por dos a mas capas de celulas
de la granulosa y ovocitos en crecimiento. También se forma una membrana basal alrededor
de la capa de células de la granulosa méas externa y una capa adicional de células somaticas

Ilamadas células de la teca que encapsula el foliculo (Rimon-Dahari et al., 2016).

Hasta el estadio de foliculo secundario, se clasifican en foliculos preantrales e
independientes a las gonadotropinas y estan regidas por comunicaciones bidireccionales
entre el ovocito y las células somaticas a su alrededor (Rimon-Dabhari et al., 2016). A medida
que el foliculo sigue desarrollandose, se forma el foliculo terciario o antral que se caracteriza
por la formacién del antro (espacio lleno de liquido que se unira para formar la cavidad
antral), una mayor proliferacion de células de la granulosa y la teca y crecimiento del ovocito
(Ozgur & Bulent, 2010). Este antro continuard aumentando de tamafio hasta adquirir las
caracteristicas de foliculo preovulatorio. Este foliculo presenta una cavidad mas
desarrollada, rodeada por varias capas de células de la granulosa y el ovocito se encuentra

rodeado por células de la granulosa llamadas células del camulus (Aerts & Bols, 2010).

Sadeu et al. (2007) clasificaron los distintos estadios de foliculos en el cuy, basandose en
criterios morfoldgicos definidos por Pedersen & Peters (1968) (ver Tabla 2). Ademas, un
diametro folicular de mas de 700 um es clasificado como foliculo preovulatorio en el cuy
(Labhsetwar et al., 1970; Hutz et al.,1990; Logothetopoulos et al., 1995).



Tabla 2. Clasificacion y caracterizacion de foliculos ovaricos del cuy hembra (Cavia porcellus)

# N° Capas de Diametro Diametro de
foliculo  célulasde la  folicular (um+  Ovocito (um %

Foliculo S granulosa DS¥*) DS)

Primario 606 1-15 67.9+10.1 44.8 + 6.2
Secundario pequefio 364 2 96.5+11.9 52.2 £6.0
Secundario mediano 672 2.5-3 136.5+19.4 59.3+£6.7
Secundario grande 410 >4 sin antro 188.9 £ 29.7 72.8+9.1

Presencia de
Antral 485 antro 231.0 £56.1 78.9+9.3

* DS: Desviacion estandar

FUENTE: Sadeu et al., 2007

b) Ovulacion

La ovulacion de un ovocito es un proceso estrictamente regulado por multiples sistemas
fisiologicos para asegurar su oportuna liberacion desde el ovario hacia el oviducto para su

posterior fecundacion (Robker et al., 2018).

Los foliculos antrales durante su crecimiento secretan estrégeno, los cuales en niveles altos
producen una retroalimentacion positiva sobre GnRH, aumentando la frecuencia de los
pulsos de GnRH y preparan a los gonadétrofos de la pituitaria anterior para secretar LH, lo
que resulta en niveles elevados y sostenidos de esta hormona (Duffy et al, 2019). Este pico
de LH es necesario tanto para la maduracion como para la ovulacién de los ovocitos. El
foliculo sufre una remodelacion que incluye la degradacion de la pared folicular y
degradacion de la membrana basal, ademas de la expansion y mucificacion de células del
cumulus que rodean al ovocito y la reanudacién de la meiosis del ovocito (Acosta &
Miyamoto, 2004). Una vez que se libera el ovocito, las células residuales de la granulosa y
la teca sufren una reprogramacion celular en la que comienzan a hipertrofiarse, absorben
material lipidico y se convierten en células luteas para crear el cuerpo liteo (Rimon-Dahari
et al., 2016).

La ovulacién tanto en roedores como cuyes son multiples y espontaneas. Sin embargo, en
los roedores, la ovulacion esta estrechamente relacionado con la hora del dia e influido por
el ciclo de luz y oscuridad (Everett & Sawye, 1950; Cora et al., 2015). Ratas en condiciones

de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad, la ovulacién ocurre durante las primeras horas



de la mafana del estro, aproximadamente 10 a 12 horas después del aumento de la LH
(Goldman et al., 2007). En ratones con las mismas condiciones de luz y oscuridad, el pico
de LH se produce entre las 4 y 5 de la tarde del dia del proestro y la ovulacion 12 horas
después, entre la 1y las 8 de la mafiana del dia del estro, con marcada tendencia a localizarse

en la mitad del periodo de oscuridad (Galassi & Gullace, 2014).

En el caso de los cuyes, existe una menor influencia de la luz sobre la ovulacién por lo que
la ovulacién puede ocurrir durante el dia o la noche (Reed et al., 1979). La ovulacién ocurre
de 10 a 12 horas después de iniciado el estro (Myers et al., 1936) y de 8 a 12 horas después

de un aumento de progesterona durante la fase preovulatoria (Feder et al., 1968).

c) Cambios celulares

El ciclo estral tambien es caracterizado por cambios morfolégicos en el ovario, utero y
vagina (Goldman et al., 2007). Stockard & Papanicolaou (1917) y Long & Evans (1922)
observaron cambios ciclicos de las células presentes en el lumen vaginal durante el ciclo
estral en cuyes y ratones respectivamente. La apariencia de estas células se correlaciona con
el estado de la mucosa vaginal, el Gtero y los ovarios y esta relacionada con cambios en las

concentraciones circulantes de esteroides sexuales y gonadotropinas (Goldman et al., 2007).

El estrégeno es la hormona principal que impulsa cambios en la mucosa vaginal (Gimenez-
Contietal., 1994; Guptaet al., 1989). Tiene la capacidad de iniciar la division celular, causar
proliferacion, diferenciacion y exfoliacion de las células (Schutte, 1967). La accion del
estrégeno induce la hipertrofia de células epiteliales y diferenciacion celular mediada por
queratina (Figura 2). Ademas, suprime la infiltracion de neutrofilos al minimizar el nivel de

produccién de citocinas.

La proliferacion ocurre en las capas mas profundas (capa basal) y las células se van

diferenciando a medida que avanzan hacia la superficie (Gimenez-Conti et al., 1994).
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Figura 2. Accion del estrogeno sobre las células epiteliales de la mucosa vaginal
FUENTE: Adaptado de Li et al., 2018).

El proceso de diferenciacion es caracteristico de los epitelios que cubren la piel y la mayoria
de las mucosas superficiales (Gimenez-Conti et al., 1994) e implica un aumento de tamafio
y cambio morfoldgico de las células, la degeneracion del nucleo (picnosis)y la aparicion de

queratina en la célula (Ver Figura 3).

® © ©EE AR

Parabasal Intermedio ‘ Superficial Cornificada

Figura 3. Proceso de diferenciacion de células que conforman la mucosa vaginal
FUENTE: Adaptado de Christie etal., 1972

Varios investigadores, han descrito los cambios en los estratos de la mucosa vaginal durante
el ciclo estral en roedores, caracterizando los cambios histologicos (Allen, 1922; Burgo &
Wislocki, 1956; Li & David, 2007; Westwood, 2008; Gal et al., 2014). Indicando, que,
durante el proestro, el epitelio vaginal aumenta y alcanza su mayor grosor (Burgos &
Wislocki, 1956; Walmer et al., 1992), formado por el estrato germinal, el estrato granuloso
y estrato mucificado. A medida que aumentan los niveles de estrdgeno en el proestro, las
células superficiales se someten a queratinizacién (Montes & Luqgue, 1988) dando como
resultado una "linea rosa™ entre el estrato mucificado y granuloso (proestro tardio) (Gal et

al., 2014) (ver figura 4A). Seguidamente, el estro se define cuando el estrato cérneo se



vuelve superficial (Westwood, 2008; Gal et al.,2014) (ver Figura 4B). Posteriormente,
ocurrida la ovulacion, disminuye el nivel de estrogeno y al final del estro se caracteriza por
el desprendimiento casi completo de estrato cdrneo (Westwood. 2008). Durante el metaestro
se observa una deslaminacién continua de las células epiteliales con una pérdida progresivo
del estrato granuloso y del estrato germinativo superior (Hubscher et al., 2005; Westwood,
2008) (ver Figura 4C). Ademés, se observa una infiltracion variable y progresiva de
leucocitos (Hubscher et al., 2005). En el metaestro temprano se observa restos de células
cornificadas presentes en el lumen vaginal (Walmer et al., 1992). El inicio del diestro esta
marcado por el grosor de la mucosa vaginal que alcanza su nivel mas bajo (Hubscher et al.,
2005; Westwood., 2008) filtrandose libremente los leucocitos (Allen, 1922). Los estratos
externos como el estrato mucificado, cdrneo y granuloso estan ausentes (Li & Davis, 2007)
(ver Figura 4D). Al final de esta fase se observa el engrosamiento del epitelio y una notable
reduccion de infiltracion de leucocitos (Allen, 1922; Hubscher et al., 2005).

(D)

Figura 4. Cambios en el epitelio vaginal del ratén durante el ciclo estral. (A) Proestro, la mucosa
tiene un grosor de 10-13 células y las capas externas se tifien ligeramente de eosina, mientras que la
capa de la granulosa muestra cornificacion creciente. (B) Estro, la mucosa tiene aproximadamente
un grosor de 12 células. La capa superficial nucleada se pierde y la capa cornificada se vuelve
superficial. (C) Metaestro, la capa cornificada se deslamina y los leucocitos comienzan a aparecer
debajo del epitelio. (D) Diestro, lamucosa tiene un grosor de 4 a 7 células, y existe moco y leucocitos
en el lumen

FUENTE: Boyd et al., 2018
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2.1.3. Gestacion y parto

El periodo de gestacion comprende desde la fecundacion del évulo, la implantacion del
embrion en la pared uterina, la formacion de las membranas fetales, el crecimiento gradual
del feto y su expulsion (Carson et al., 2000). El periodo de gestacion varia segun las especies.
En ratones el promedio es de 19 a 20.5 dias (Malik et al., 2021); en ratas es de 21 dias
(Furukawa et al., 2013) y en cuyes es de 66-72 dias (Martensson, 1984).

En ratas y ratones, la progesterona producida por el cuerpo luteo es la principal fuente y es
indispensable durante toda la gestacion (Sanyal, 1978). En el caso de cuyes, el cuerpo luteo
produce progesterona y es la principal fuente hasta el dia 18-21 dias que es cuando la
progesterona placentaria es suficiente para mantener la gestacion (Deanesly, 1963). Después
del parto, los cuyes tienen la capacidad de presentar celo postparto (Chauca et al., 1992) que

esta asociado a la ovulacion. Este celo ocurre a las dos horas de producido el parto.

2.2.Control del ciclo estral

La sincronizacion del celo y ovulacion, son procedimientos muy importantes para la
aplicacion de la inseminacion artificial, protocolos de superovulacion y la transferencia de
embriones realizados en programas de mejoramiento animal y trabajos de investigacion
(Pallares & Gonzales, 2009).

La sincronizacion del ciclo estral se realiza con la aplicacién exdgena de una combinacion
de hormonas. Habitualmente los factores luteoliticos (prostaglandina F2a, y sus analogos) y
progestagenos (progesterona y sus analogos) son hormonas comunmente utilizadas. La
aplicacion de PGF2a provoca la lisis del cuerpo luteo en los mamiferos (McCracken et al.,
1972), dando paso a una fase folicular con ovulacion. Por otro lado, las hormonas
progestagenas se aplican durante varios dias para imitar la actividad secretora de un cuerpo
luteo durante la fase latea. Al retirar la hormona, inducira una fase folicular y por lo tanto la

ovulacion (Pallares & Gonzales, 2009).

Uno de los protocolos de sincronizacion del ciclo estral en cuyes mas usados consiste en la
implantacion de un tubo subdérmico (1 cm de largo, 0.4cm de didmetro) que contiene
progesterona. Este implante se coloca independientemente del ciclo estral en el que se
encuentra el animal. Durante todo el tratamiento se inhibe la ovulacion y recién se produce
la ovulacion en el quinto o sexto dia posterior a la extraccion del implante (Kosaka et al.,

1993). Grégoire et al. (2012) propuso otro método en el cual administrd un progestageno
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(Altrenogest equino,0.22mg/kg) durante 15 dias. Del tercer al sexto dia posterior a la tltima

dosis de Altrenogest se indujo la ovulacion.

El protocolo de superovulacion después de la sincronizacion del ciclo estral, en la mayoria
de los roedores se suele usar para recolectar ovocitos maduros de los oviductos. La recolecta
de suficientes ovocitos es importante para la tecnologia reproductiva como fecundacion in
vitro, cultivo in vitro y criopreservacion de embriones (Hasegawa et al., 2016). Por lo tanto,
se han hecho diversos estudios para optimizar regimenes practicos de superovulacion.
Generalmente los protocolos de superovulacién consisten en la hiperestimulacion del
desarrollo folicular e induccion de la ovulacion (Hasegawa et al., 2016). En los regimenes
de superovulacién se usa generalmente la gonadotropina coriénica equina(eCG) y la

gonadotropina corionica humana (hCG) (Hasegawa et al., 2016).

2.3.Método de estudio a nivel celular y tisular

La célula es la unidad que conforma el tejido. Estos tejidos se integran para formar los
Organos que son estructuras mas complejas y que efecttan funciones esenciales. Por ultimo,
estos Organos se agrupan para constituir los sistemas. De manera que para entender todos los

niveles de organizacion es esencial conocer a las células y los tejidos (Saavedra, 2014)

Cuando hay alteraciones de un 6rgano o sistema del ser vivo, se observa que estos cambios
se originan a nivel celular. Para estudiar la morfologia de estas células se usa la citologia
(estudia células aisladas) e histologia (estudia la estructura y disposicion de las células)
(Saavedra, 2014).

2.3.1. Citologia

La citologia como rama de la biologia, estudia el origen, desarrollo, forma, dimension,
estructura, constitucion fisica y quimica de la célula, asi como la relacién entre ellas. Por
otro lado, dentro de la anatomia patoldgica, la citologia se encarga de diagnosticar
enfermedades a través de cambios morfologicos de células que ocurren durante el transcurso
de la enfermedad (Durdu,2019). En el afio 1941, George Papanicolaou demostro el valor de
la citologia como diagnostico precoz de cancer de cuello uterino, basandose en el estudio de
células de la superficie de la zona de transformacidn cervical presentes en el frotis (Sheaff
& Singh, 2013).

La citologia también se usa en el estudio de animales como rata y raton (Montes & Luque,
1988; Cooper & Goldman, 1999; Pessina et al., 2006), perros (Holst & Phemister, 1975) y
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cuyes (Kihnel & Mendoza, 1992; Lilley et al., 1997; Luna et al., 2003; Aranibar et al.,
2014), para determinar el estado del ciclo estral. La citologia vaginal se basa en la
determinacion de cambios celulares ciclicos que ocurren en el epitelio vaginal como
resultado de los niveles de hormonas reproductivas, especialmente el estrogeno (Wright &
Parry, 1989).

Las células vaginales se pueden recolectar realizando un frotis del canal vaginal usando un
hisopo de algodon humedecido (Byers et al, 2012) o un lavado vaginal inoculando solucién

salina estéril en la cavidad vaginal y aspirando el contenido (Caligioni, 2009). EI hisopo o
el liquido se extiende uniformemente sobre el portaobjetos. El frotis se puede evaluar
inmediatamente (Marcondes et al., 2002; Caligioni, 2009) o se puede tefiir usando tinciones
como de Papanicolaou (Lilley et al., 1997; Hubscher et al., 2005), azul de toluidina (Cora et
al., 2015) entre otros. La evaluacion de los frotis vaginales se realiza con un microscopio
con aumento de 10 X a 40 X (Cora et al., 2015).

Existen diferentes tipos de células epiteliales vaginales y se clasifican en células basales,
parabasales, intermedias, superficiales y cornificadas (Christie et al., 1972; Montes &
Luque, 1988) como se observa en la tabla 3 y se diferencian en base al tamafio, forma y
morfologia del nicleo (Wright & Parry, 1989).

Tabla 3. Clasificacion de células del epitelio vaginal de ratas bajo influencia de

estrégeno
Tipo de célula Tamario Forma Nucleo
Basal Pequefio Redondeado Grande
Parabasal Pequefio Redondeado Grande
Intermedio Mediano Oval-Poligonal Mediano
Superficial Grande Poligonal Picndtico
Cornificado Grande Poligonal Sin nucleo

FUENTE: Montes & Luque, 1988

La citologia vaginal predice las fases del ciclo estral basandose en las proporciones de las
células encontradas en el frotis vaginal (Goldman et al., 2007; Caligioni, 2009) como se

muestran en la Tabla 4. En el proestro, el frotis se caracteriza por la presencia de células
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nucleadas como las células parabasales que son pequefias, redondas con un gran nicleo e
intermedias que puede tener forma redonda o contorno poligonal e irregular siendo esta
altima predominantemente (Montes & Luque, 1988). También se observan células
superficiales que tienen bordes irregulares y nlcleo picnético. EI nimero de leucocitos en
el frotis son minimos. El estro consiste predominantemente en células cornificadas que
tienen bordes irregulares y carecen de nucleo (Long & Evans, 1922; Cora et al.,2015;
Marcondes et al., 2002; Lilley et al., 2007). Durante el metaestro se observa una mezcla de
tipos celulares incluida las células cornificadas, células superficiales y células parabasales.
A medida que progresa el metaestro, los leucocitos se infiltran en el epitelio vaginal y se
vuelven muy numerosos, superando en numero a las células epiteliales hasta diez veces
(Hubscher et al., 2005). La fase de diestro es la mas larga y durante esta fase se muestra
principalmente leucocitos y algunas células parabasales y un nimero reducido de células
superficiales (Lilley et al., 1997; Cora et al., 2015).

Tabla 4. Tipos de células epiteliales y sus frecuencias relativas observadas en frotis vaginales
preparados a partir de muestras recolectadas de cuy en las cuatro etapas del ciclo estral

Estadio del Célula Célula Célula Célula _

] . o ) Leucocitos
ciclo estral Cornificada Superficial Intermedio  Parabasal
Proestro - 1+a2+n 2+a3+ 1+ a2+ 1+
Estro 4+ - 1+ 1+ 1+
Metaestro 2+ a4+ - 1+ 1+ a2+ 2+ a4+
Diestro 1+ 1+ 1+ 2+ a3+ 2+ a3+

Nota: El frotis vaginal fue tefiido usando el método Papanicolaou; se identificaron los tipos de células en los
frotis y se determind sus frecuencias relativas con los otros tipos de células. La frecuencia relativa de los tipos
de células varié de 1+ (0 a 10%) a 4+ (80 a 100%).

FUENTE: Adaptado de Lilley et al., 1997

Stockard y Papanicolaou (1917) relacionaron los cambios que se muestran en los frotices
vaginales con eventos producidos en el ovario, encontrando coincidencia entre la ovulacion
y el momento de infiltracion leucocitica en el frotis vaginal. Posteriores investigadores como
Young et al., (1933) y Hermreck & Greenwals (1964) tomaron la infiltracion leucocitica
del frotis vaginal después de encontrar en el frotis la predominancia de células cornificadas
para indicar la ovulacion. En base a estos estudios, muchos autores como Norris & Adams
(1979), Lilley et al. (1997), Shi et al. (2000). Luna et al. (2003), Susuki et al. (2003),
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Grégoire et al., (2012) y Aranibar et al., (2014) consideran este criterio para estimar el

momento de ovulacion en cuyes.

2.3.2. Histologia

La histologia es el estudio microscépico de material bioldgico y se emplea para analizar
células y tejidos que componen los diversos érganos. Siendo el enfoque, el estudio de la
estructura y disposicién de las células optimizando funciones especificas de cada érgano
(Schatten, 2007).

La técnica histologica abarca una serie secuencial de pasos a través de los cuales una muestra
de tejido llega a transformarse en delgados cortes tefiidos que pueden ser observados en el
microscopio. El primer paso es la fijacion del tejido el cual previene la actividad proteolitica
y los cambios morfologicos que pueda ocurrir a las células (Dey, 2018b). El siguiente paso
es proporcionar la suficiente rigidez al tejido para poder seccionarlos en capas delgadas que
puedan atravesar la luz para su examen microscopico. Para lograrlo, primero se debe
deshidratar el tejido por completo. Se suele usar el alcohol. Luego es necesario impregnar el
tejido con un agente de transicion entre la deshidratacion e impregnacion. Esta sustancia
aclarante deberia ser miscible entre ambos agentes. Generalmente se usa el xileno, siendo el
siguiente paso la impregnacion del tejido en un medio adecuado que proporcione una

adecuada rigidez, para ello, generalmente se usa la parafina (Dey, 2018b).
Posteriormente se divide el tejido en secciones delgadas y se monta en las laminas para su

posterior tincién. La hematoxilina es el colorante mas usado en los laboratorios (Chan, 2014)
y se usa comunmente con la eosina para la visualizacion morfoldgica de muestras
histoldgicas de rutina. La hematoxilina tifie los ndcleos de color negro azulado (Dey, 2018a).
Para el aclarado y montaje se usa generalmente el balsamo de Canada. Este ultimo paso es

importante ya que mantendra al tejido aislado del aire y deshidratado.

Los tejidos que componen el sistema reproductivo han sido estudiados histolégicamente,
principalmente el ovario, Utero y vagina en especies como la rata (Westwood., 2008), y raton
(Li & Davis, 2007; Gal et al., 2014). Los del ovario se usan para diversos estudios como el
desarrollo de foliculos preantrales y foliculos antrales (Peddie, 1980a; Logothetopoulos et
al., 1995), el proceso de atresia (Takagi et al., 2007) asi como el desarrollo de cuerpo luteo
y su regresion (Azmi et al., 1984). Con la histologia también se puede interpretar la

maduracién del tracto genital y describir su curso durante todo el ciclo estral (Li & Dauvis,
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2007; Boyd et al., 2018). Wallmer et al., (1992), Li & Davis (2007), Gal et al. (2014)

utilizaron la histologia vaginal para clasificar la etapa del ciclo estral en roedores.

Usando la histologia se puede identificar al epitelio escamoso estratificado queratinizado
que conforma la vagina. Este tejido estd compuesto por la capa muscular (M), la lamina

propia (LP) y la mucosa vaginal (VM) (Boyd et al., 2018 (ver figura 5).

Figura 5. Seccidn histol6gica transversal en donde se muestra las capas que
conforman el tejido vaginal del raton (Boyd et al., 2018). M. Capa muscular.
LP. Lamina propia. VM. Mucosa vaginal.

La mucosa vaginal esta conformada por distintos estratos. El estrato germinativo consiste en
un estrato basal conformado por una sola capa de células epiteliales columnares y un estrato
espinoso externo con multiples capas de células poliédricas (Westwood, 2008). Estas células
tienen forma clbica y presentan un nicleo grande (Gupta et al., 1989). El estrato granuloso
consta de células aplanadas que contienen granulos de queratohialina. Las células tienen
forma de poligono aplanado con ndcleo alargado (Gupta et al., 1989). El estrato mucificado
consta de células cuboides a ovoides con vacuolas citoplasmaticas que contienen mucina. El
estrato corneo consta de células queratinizadas que no presentan intersticio entre ellas y se

mantienen junta (Westwood, 2008
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I1l. METODOLOGIA

3.1. Lugary fecha

El trabajo experimental de campo y laboratorio se realizé en las instalaciones del Laboratorio
de Animales Menores del Programa de Animales Menores, y el Laboratorio de Histologia y
Citologia del Centro de Investigacion en Tecnologia de Embriones, Programa de
Mejoramiento Animal, Facultad de Zootecnia, Universidad Nacional Agraria La Molina. Y
se desarrollé durante los meses de octubre del 2020 hasta abril del 2021.

3.2. Disefo experimental

Cuyes hembras (n=36) de 5 a 6 meses de edad fueron dosificadas con progesterona 0,06 ml
de solucién Altrenogest (0.22mg/Kg PV) via oral por 15 dias continuos (dia 0, ultima dosis
de Progesterona) para la sincronizacion de ciclo estral, siguiendo los protocolos de Grégorie
et al. (2012) y Alvarado E. (Comunicacion personal). Las hembras sincronizadas fueron
distribuidas al azar en seis grupos (G1, G2, G3. G4, G5 y G6) cada uno con seis animales

(ver Figura 6).

Alas 72 (G1), 84 (G2), 96 (G3), 108 (G4), 120 (G5) y 132 horas (G6) después de la ultima
dosis de Altrenogest, se evalud la presencia de apertura vaginal y se realizo el hisopado
vaginal para evaluar la presencia de células epiteliales vaginales. Inmediatamente se
beneficio a los animales por desnucamiento y se extrajo muestra de tejido vaginal y ovarico

para su posterior evaluacion histologica.

La ventana de ovulaciéon (£ 12 h) fue determinada objetivamente por histologia ovéarica
siguiendo los procedimientos descritos por Chaves et al. (2008). Posteriormente, esta
informacion fue contrastada con la presencia de apertura vaginal, citologia exfoliativa
vaginal e histologia vaginal con el fin de relacionar y predecir el momento de ovulacién en

el cuy.



Momento de ovulacion

Sincronizacion de ciclo estral Histologia Ovarica
(0.22mg/kg PV)
n=6 -
G1 _
Dia-14 -10 -5 0 72 horas
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G3 — Citologia vaginal
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0
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Figura 6. Disefio experimental para predecir el momento de ovulacion en el cuy hembra (Cavia porcellus)

3.3. Animales y alimentacion

Las hembras utilizadas para este experimento corresponden a la linea mejorada UNALM
con 5 0 6 meses de edad y peso vivo promedio de 1020 g (Anexol) Los cuyes se
distribuyeron en jaulas y recibieron alimento en polvo y maiz chala fresca a razon de 10%
del peso vivo del animal y agua ad libitum. Luego de un periodo de adaptacion de 7 dias, los

animales fueron incluidos en los grupos experimentales.
3.4. Sincronizacion de ciclo estral

Los animales fueron dosificados con 0,06 ml de solucion de progesterona- Altrenogest
(0.22mg/Kg PV) (Regu-Mate Porcina®, Merck) via oral por 15 dias continuos para
sincronizar su ciclo estral, siguiendo los protocolos de Grégorie et al. (2012) y Alvarado E.,

Comunicacion personal.
3.5. Apertura vaginal

La presencia de apertura vaginal se determind a las 72 (G1), 84 (G2), 96 (G3), 108 (G4),
120 (G5) y 132 horas (G6) post ultima dosis de progesterona, previo al desnuque del cuy.
Para la medicion, se sujetd, levantd y observo el area de la vulva del cuy para verificar la
presencia de apertura de la membrana vaginal. La variable de la apertura vaginal (AP) de

cada animal se cuantificé en funcién del orificio vaginal. Si el orificio vaginal esta cerrado

19



o0 se semicerrado se cuantifico como 0 (Ver figura 7A). Si el orificio estaba completamente
abierto se cuantifico como 1 (Ver figura 7B) (Luna et al., 2003; Sadeu et al., 2007).

Figura 7. Ausencia y presencia de apertura vaginal en el cuy hembra. A) Ausencia de apertura
vaginal (flecha negra); B) Presencia de apertura vaginal (flecha negra).

3.6. Citologia vaginal

El hisopado se realiz6 a las 72 (G1), 84 (G2), 96 (G3), 108 (G4), 120 (G5) y 132 horas (G6)
post Ultima dosis de progesterona, previo al desnucamiento del cuy. Antes de realizar el frotis
vaginal a la hembra, se limpio el area anogenital del animal. Para el hisopado vaginal, se
humedecid un hisopo estéril en solucion fisiologica y se introdujo en la vagina, rotandolo
vigorosamente contra la pared vaginal con el fin de recolectar las células del epitelio vaginal
(Figura 8). Posteriormente, la torunda del hisopo se hizo rodar sobre un portaobjeto de vidrio
de forma paralela formando dos trazos e inmediatamente fijada con un spray fijador (M-Fix
Fijador pulverizable). Las células adheridas a la lamina fueron tefiidas usando el método

Papanicolaou (Tabla 5).
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Figura 8. Hisopado vaginal del cuy hembra

Tabla 5. Protocolo de tincion Papanicolaou modificado

Etanol 70%

Etanol 50%

Agua destilada
Hematoxilina de Harris
Agua destilada

0.25% solucién de HCI
Agua de cafio
Carbonato de Litio
Agua de cafio

Etanol 70%

Etanol 90%

Orange G

Etanol 95 %

EA modificado
Alcohol absoluto
Alcohol absoluto
Alcohol absoluto
Xileno

Xileno

Montar con balsamo de canada

1minuto

1 minuto
Sumergir 5 veces
3,5 minutos
Sumergir 5 veces
Pocas sumergidas
1 minuto

1,5 minutos
Pocas sumergidas
2 minutos

2 minutos

Pocas sumergidas
2 minutos

2 minutos

2 minutos

2 minutos

2 minutos

5 minutos

Hasta limpiar

FUENTE: Dey et al., 2018c



Se capturd 30 campos de forma aleatoria utilizando un microscopio 6optico (Carl Zeiss ™
Primo Star Hak/Les) equipado con una cAmara digital a un objetivo de 400X y se identifico
el tipo de células epiteliales (Parabasales, Intermedias, Superficiales y Cornificadas) y
leucocitos (Schutte, 1967; Montes & Luque, 1988).

Las células se identificaron observando su morfologia. Las células Parabasales (PB) son las
células epiteliales mas pequefias (Figura 9A). Tienen forma redondas u ovaladas al igual que
su nucleo que tiene contorno liso. El nicleo ocupa casi en su totalidad del citoplasma. Su
citoplasma es denso; tefiido con la tincién Papanicolaou se observa de color azul. Las células
intermedias(l) son células mas grandes que las Parabasales (Figura 9B). Presentan nicleo
con cromatina granular. Estas células presentan variaciones de tamafio y forma. Pueden ser
redondas a elipticas o puede tener un borde citoplasmatico irregular y angulado. Con la
tincion Papanicolaou se observa de color azul mas traslucido. Las células superficiales(S)
son grandes, aplanados, de forma poligonal (Figura 9C). EI nlcleo de estas células es
pequefio, picndtico y oscuro. Su citoplasma se tifie de rosa con la tincion Papanicolaou. Las
células cornificada (C) son células queratinizadas, presentan borde citoplasmatico irregular
y carecen de nucleo (Figura 9D). Con la tincion Papanicolaou se tifien de color naranja. Los

leucocitos son muy pequefios, redondos y poseen nucleos multilobulados (Cora et al., 2015).
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Figura 9. Tipos de células epiteliales vaginales tefiidas en tincion Papanicolaou y
objetivo de 400X. A. Célula parabasal (flecha negra), leucocitos (flecha blanca);
B. Célula intermedia (flecha negra), leucocitos (flecha blanca); C. Célula
superficial (flecha negra); D. Célula cornificada (flecha negra).
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Las células epiteliales fueron contabilizadas para luego obtener el porcentaje de cada tipo de
celula epitelial (PB%, 1%, S%, C%). La Celularidad del frotis (CF) fue en funcion valores
relativos del 0 al 10 (valor 0 ( 0-99 células epiteliales), valor 1 (100-300 células epiteliales),
valor 2 (301-600 células epiteliales), valor 3 (601-900 células epiteliales), valor 4 (901-1200
células epiteliales), valor 5(1201-1500 células epiteliales), valor 6 (1501-1800 células
epiteliales), valor 7 (1801-2100 células epiteliales), valor 8 (2101-2400 células epiteliales),
valor 9 (2401-2700 células epiteliales), valor 10 (2701-3000 células epiteliales). De la misma

manera se clasificé el namero de leucocitos presentes en el frotis (LEU).
3.7. Histologia ovarica

Los animales fueron beneficiados por desnucamiento a las 72 (G1), 84 (G2), 96 (G3), 108
(G4), 120 (G5) y 132 horas (G6) post ultima dosis de progesterona. Para luego poder
recuperar los ovarios (izquierdo y derecho) de cada hembra. Cada tejido fue limpiado del
resto de tejido graso y lavados en solucion salina y alcohol a 70°. Los ovarios fueron fijados
en paraformaldehido al 4% por 24 horas a 4°C. Transcurrido ese tiempo, fueron
deshidratados sucesivamente durante 1 hora en gradientes de etanol de 80%, 90% vy tres
veces en 100%. Luego se incubd 3 veces en Xilol para luego ser embebidas en parafina y
seccionadas en cortes de 7um de espesor y montada cada décima seccion de los ovarios en

portaobjetos. Posteriormente se tifieron con hematoxilina y eosina (Tabla 6).

Tabla 6. Protocolo de tincion con Hematoxilina Eosina

Xilol desparafinizante | 15 minutos
Xilol desparafinizante Il 15minutos
Alcohol absoluto | Sumergir 1 vez
Alcohol 90% Sumergir 1 vez
Alcohol 80% Sumergir 1 vez
Alcohol 70% Sumergir 1 vez
Bafio en agua de cafio Sumergir 1 vez
Hematoxilina 2 minutos
Bafio en agua de cafio Retirar exceso
Eosina 30 segundos
Alcohol absoluto | Sumergir 1 vez
Alcohol absoluto 11 Sumergir 1 vez
Alcohol absoluto 111 Sumergir 1 vez
Xilol | Sumergir 1 vez
Xilol 11 Sumergir 1 vez
Xilol HI Sumergir 1 vez

FUENTE: Chaves et al.,2008
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Las muestras histologicas procesadas fueron evaluadas bajo un microscopio a 4X, para la
identificacion, medicién y conteo de foliculo antrales sanos y atrésicos y cuerpos lteos en
formacion. Se calcul6 el didmetro de cada foliculo antral a partir de la media de dos
diametros de angulo recto, medidos en la seccion en que el foliculo parecia mas grande
(Perry & Rowlands,1963; Peddie, 1980a).

Los foliculos antrales viables se definieron como aquellos en los que las células de la
granulosa estaban intactas y no mostraba atresia ni nucleo picndticos (Ver Figura 10A).
Mientras que los foliculos atrésicos mostraban células de la granulosa picnoéticas, fragmentos
de células apoptéticas en la periferia del antro o desprendidos hacia el antro, ademas el grosor
de la capa de la granulosa se reduce drasticamente (Ver imagen 10B) (Peddie, 1980 b;
Logothetopoulos et al., 1995; Wang et al., 2010).

Los foliculos antrales viables y atrésicos después de ser identificado, fueron medidos usando
la herramienta de medicion Image J, cuando se observaba la presencia del ovocito en la
seccidn histologica, para descartar un conteo doble del mismo foliculo. Y fueron clasificados
siguiendo el criterio de Peddie (1980a) en rangos de 100-300um, 301-500um, 501-700um
y > 700 um (Foliculos preovulatorios) (Ver Figura 10C)

Los cuerpos lateos recién formados (ver Figura 10D) también se identificaron y
contabilizaron. Las caracteristicas histologicas de los cuerpos luteos temprano son; presencia
de células basofilas con morfologia similar a la granulosa, la presencia de vasos sanguineos

grandes, ademas de cavidades dentro del cuerpo luteo (Westwood, 2008).
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Figura 10. Seccién histolégica de ovario del cuy hembra tefiido con Hematoxilina-eosina, objetivo a
40x. Se observa foliculo antral viable, foliculo antral atrésicos, foliculo preovulatorio, cuerpo lteo en
formacién y cuerpo luteo atrésicos. A) Foliculo antral viable (flecha negra); B) Foliculo antral atrésico
(flecha negra), células de la granulosa desprendidos (flecha blanca); C) Foliculo preovulatorio con
expansion de células de cumulus que envuelven al ovocito (flecha negra), células de cumulus en
expansion (flecha blanca); D) Cuerpo ldteo en formacion (flecha negra).

3.8. Histologia vaginal

Para obtener el tejido vaginal se selecciond la porcion media de la vagina y se realizé una
incision en la linea media de la pared interior de la vagina, desde el cuello uterino hacia la
vulva. Posteriormente fue fijado en paraformaldehido al 4% por 24h a 4°C. Luego, se
secciond sagitalmente dos muestras aleatorias de 15mm de largo y 2mm de grosor de la parte
media de la vagina. Las secciones se procesaron histolégicamente siguiendo el protocolo
descrito por Chaves et al. (2008). Las dos muestras emblocadas fueron seccionadas en cortes
de 5 um de espesor y se seleccionaron tres cortes no consecutivos y aleatorios de cada uno,
las cuales fueron tefiidos con hematoxilina (Tabla 6). Se capturaron cinco campos aleatorios
por seccion utilizando un microscopio optico (Carl Zeiss ™ Primo Star Hal/Les) equipado

con una camara digital a un objetivo de 100X.

Se identificd en las secciones histoldgicas los estratos segin Westwood (2008) (estrato
germinativo, granuloso, mucificado y corneo), se diferencié los estratos que recubrian la
mucosa vaginal y se nombro las variables. Estas variables son: MUC (estrato mucificado
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recubre la mucosa vaginal) (Figura 11A), CORN-MUC (estrato mucificado seguido del
estrato corneo recubren la mucosa vaginal (Figura 11B), CORN (estrato corneo recubre la
mucosa vaginal) (Figura 11C), GRAN (estrato granuloso recubre la mucosa vaginal) (Figura
11D) y GERM (estrato germinativo recubre la mucosa vaginal). Las variables fueron
identificadas en cada seccion histoldgica y se hall6 el porcentaje de cada variable presente
en cada animal. También se contabilizé y calculd el porcentaje de secciones que presentaban
infiltracidn de leucocitos en la mucosa vaginal (LE) (Figura 12A) y leucocitos en el lumen
vaginal (LL) (Figura 12B).

Estrato Granuloso (SG) Estrato Granuloso (SG)

Estrato Germinativo (Sg)

Estrato Germinativo (Sg)
. W

LR e -

\‘,..._.... &%
Lumen vaginal
il

1

(et . o

| Estrato Granuloso (SG) v |

| Estrato Germinativo (Sg) |

Figura 11. Seccidn histoldgica con cambios morfolégicos en la vagina del cuy hembra tefiido con hematoxilina
eosina. Objetivo a 100X. A) variable MUC B) variable MUC-CORN; C) variable CORN; D) variable GRAN.
SM (estrato mucificado), SG (estrato granuloso), Sg (estrato germinativo), SC (estrato corneo).
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Figura 12. Seccion histolégica de la vagina del cuy con infiltracion de leucocitos en mucosa vaginal y lumen
vaginal de hembra tefiido con hematoxilina eosina. Objetivo a 100X. A). Leucocitos infiltrados en la mucosa
vaginal (flecha blanca). B) Leucocitos infiltrados en lumen vaginal

3.9. Analisis estadistico

Para comparar las variables histologicas del ovario (conteo de foliculos antrales viables y
atrésicos, numero de cuerpos luteos tempranos, didametro de foliculo preovulatorio) de los
grupos 72, 84, 96,108,120y 132 horas post Gltima dosis de progesterona se utilizaron analisis
de varianza (ANOVA). Para comparar las diferencias de las medias entre grupos se utiliz6

la prueba de Tukey.

Las variables de citologia vaginal (BP, I, S, C, CF y LEU), histologia vaginal (MUC, MUC-
CORN, CORN, GRAN, GERM, LE y LL) y apertura vaginal (AP) de los grupos 72, 84, 96,
108, 120 y 132h post ultima dosis de progesterona se sometieron a la prueba de normalidad
Shapiro Wilk. Seguidamente, las variables normales (BP, I, S, C, CF y LEU) y anormales
(MUC, MUC-CORN, CORN, GRAN, GERM, LL, LE y AP) fueron evaluadas por
correlacién de Pearson y de Spearman, respectivamente. Seguidamente, todas las variables
fueron sometidas a Receiver Operating Characteristic (ROC) y al area bajo la curva (AUC)
para determinar la precision de la prediccion de las variables para diagnosticar el momento
de owvulacién, siendo el momento de ovulacion definido por histologia ovéarica, con la
presencia de cuerpo luteo en formacion en el ovario. Las variables también fueron sometidas
al analisis de Regresion Logistica Binaria, con el fin de determinar el modelo de prediccién
de la ovulacion mas precisa. EI modelo 1 y 2 estuvieron conformados por las variables
citologicas e histoldgicas con aporte significativo respectivamente. La significancia
estadistica fue establecida en p <0.05. El andlisis estadistico se realizo con el programa IBM
SPSS Statistics para Windows (IBM Corp., Armonk, NY, EE. UU).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Momento de ovulacion en cuyes sincronizados

En este trabajo, el momento de ovulacion fue definido por hallazgos de cuerpo lateo en
formacion (etapa temprana) determinada por técnicas de histologia ovarica. Se procesaron
un total de 1958 cortes histolégicos de ovarios de cuyes sincronizados (n=36 hembras; 06
animales por grupo) de los grupos 72, 84, 96, 108, 120 y 132 horas post Gltima dosis de
progesterona. Nuestros resultados muestran que la ovulacion inici6 a las 108 h post tltima
dosis de progesterona con 33.3% Siendo el grupo de cuyes a 132 h post ultima dosis de
progesterona con mayor numero de animales ovulados (83,3%) (Figura 13). Trabajos
realizados por Kosaka et al. (1994) y Grégoire et al. (2012) utilizando técnicas indirectas
(citologia vaginal) reportaron que el momento de ovulacion varia entre 120 a 144h 'y 72 a
144 h después de la ultima administracion de progesterona, respectivamente. La diferencia
entre los resultados de este estudio y los otros, se basa principalmente por la variacion
individual entre los animales y las diferencia entre la histologia y citologia para determinar

el momento de ovulacion.
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Figura 13. Distribucion de hembras con presencia de cuerpo liteo en formacion a las
72, 84,96, 108, 120 y 132 horas post Gltima dosis de progesterona.



Los foliculos preovulatorios en cuyes se identifican al presentar un didmetro mayor a 700
pm (Labhsetwar & Diamond,1970; Peddie, 1980a). En la figura 14 se muestra un foliculo
preovulatorio y cuerpo luteo observados en los ovarios de cuyes de los grupos 84 y 132 h

post Ultima dosis de progesterona respectivamente.

Figura 14. Seccion histologia de ovario del cuy hembra tefiido con Hematoxilina Eosina, objetivo
40X. A) Foliculo preovulatorio (flecha negra) perteneciente al grupo de 84 h post Gltima dosis de
progesterona. B) Cuerpo lateo en formacién (flecha blanca) perteneciente al grupo 132 h post
Gltima dosis de progesterona.

En el presente trabajo, a las 108 horas se observa la primera aparicion de cuerpo liteo en
formacion y continGa apareciendo a las 120h hasta las 132h (ver figura 15). Asimismo, el
numero de foliculos preovulatorio (> 700 pum) estuvo presente en todos los grupos
experimentales, sin embargo, se muestra una reduccion marcada del nimero de foliculos
preovulatorios en los grupos 108 a 132h post Ultima dosis de progesterona siendo el Gltimo
grupo estadisticamente menor (0.6 foliculos preovulatorios). Labhsetwar & Diamond
(1970) reportaron la presencia de foliculos preovulatorio (> 700 pum) al dia 15 del ciclo estral
del cuy (periodo preovulatorio) Asimismo, Garris & Foreman (1984) reportaron un maximo
de numero de foliculos preovulatorio (>450 um) viables después del dia 15 y durante el

periodo ovulatorio.
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Figura 15. Estructuras foliculares y cuerpos lGteos observados en los ovarios de los cuyes hembras a 72, 84,
96, 108, 120 y 132h post Gltima dosis de progesterona

La relacion inversa entre el namero de foliculos preovulatorio y namero de cuerpos ldteos,
que se mostro en este trabajo, también fue observado por Logothetopoulos et al. (1995),
quienes describieron para cuyes entre el dia 16, 17 y 1 a 3 del ciclo estral, la presencia de
foliculos preovulatorios y la aparicion de cuerpos luteos. En ratas, también se observaron la
presencia de foliculos preovulatorios (500-750um) durante la etapa de proestro tardio
(Hirshfield & Midgley, 1978).

Con respecto al tamafio de los foliculos preovulatorios, nuestro estudio muestra un
crecimiento continuo de foliculos preovulatorios desde las 72h hasta las 108 post ultima
dosis de progesterona y un posterior descenso de diametro folicular. En ratas dosificadas con
progesterona también se observa esta tendencia después de extraer el implante de

progesterona (Richard et al., 1980).
4.2. Recuento de foliculos antrales en cuyes sincronizados

Es necesario tener en cuenta que los ovarios contienen tres poblaciones distintas de foliculos
en diferentes etapas de desarrollo: foliculos primordiales, foliculos de crecimiento temprano
y foliculos antrales. Determinar las dimensiones reales y el nimero de foliculos requiere de
técnicas histologicas del ovario debido a su pequefio tamafio (<50 pm de diametro)
(Gougeon et al., 1994).

30



En este trabajo, los foliculos antrales viables y atrésicos fueron clasificados en cuatro grupos
segun su rango de didmetro folicular (113-300, 301-500, 501-700, >700 um) (Figura 16),
siguiendo las recomendaciones de Labhsetwar & Diamond (1970) y Peddie (1980a).

Figura 16. Secciones histolégicas de ovarios de cuyes hembras teflidos en Hematoxilina Eosina, objetivo de
40X. A) Foliculo antral de 180,63 pm de diametro (grupo de 132 h post Gltima dosis de progesterona) (flecha
negra). B) Foliculo antral de 345,17 um de didmetro (grupo de 72 h post Gltima dosis de progesterona) (flecha
negra). C) Foliculo antral de 568,50 um de diametro (grupo de 72 h post Gltima dosis de progesterona) (flecha
negra). D) Foliculo preovulatorio de 1047,00 pum de didmetro (grupo de 72 h post tltima dosis de progesterona)
(flecha negra).

El recuento de foliculos antrales promedio post ultima dosis de progesterona, fueron 97,5,
77,0, 67,7, 114,3, 86.2 y 63.6, para los grupos a 72, 84, 96, 108, 120 y 132 h,
respectivamente. En este trabajo, el conteo de foliculos antrales promedio no fue
estadisticamente diferente, siendo similar a los resultados reportados por Peddie (1980b) y
Logothetopoulos et al. (1995).

En la figura 17, también se observa, que el nimero de foliculos preovulatorios representa
una muy pequefia proporcion (entre 2.4 a 6.4% del total de foliculos antrales). Asimismo,
Peddie (1980b) reportaron una baja proporcion de foliculos preovulatorios (0.79 %). Para la
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especie Cavia. Myers et al. (1936) afirma que solo un pequefio porcentaje alcanza la etapa

preovulatoria y experimentan la ovulacion.
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Figura 17. Porcentaje de foliculos antrales segln rango de diametro folicular (113-300, 301-500, 501-700,
>700 um) en cuyes hembras de los grupos 72, 84, 96, 108, 120 y 132h post Gltima dosis de progesterona

Teniendo en cuenta que la atresia folicular denota la degeneracion de los foliculos ovaricos
y ocurre a lo largo de la vida en un mamifero. Mientras que una cantidad de foliculos
eventualmente se convierten en cuerpo liteo, la gran mayoria (99 %) sufre atresia folicular.
La atresia folicular es un proceso apoptdtico regulado hormonalmente que depende
predominantemente de la apoptosis de las células de la granulosa (Zhou et al., 2019). En este
trabajo, la tasa de foliculos antrales atrésicos incrementa de acuerdo con el tiempo de la
Gltima dosis de progesterona (tabla 7 y figura 18). Asimismo, Peddie (1980b) reporto en el
dia 13 y 15 de ciclo estral del cuy una tasa de 84% y 86% de foliculos antrales, siendo

proximo el momento de ovulacion.

Por otro lado, los foliculos preovulatorios (>700pm) mantuvieron su tasa de atresia folicular
y no superaron el 53 % (Tabla 7). Similares resultados reportaron Hermreck & Greenwald
(1964) en el cuy observando una ola masiva de atresia folicular en todos los tamafios de

foliculos, a excepcion de los foliculos > 700um.
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Figura 18. Seccion histoldgica del ovario del cuy hembra del grupo de 108 h post
Gltima dosis de progesterona, tefiido en Hematoxilina Eosina, objetivo de 400X.
Flecha blanca sefiala foliculo antral viable de 584,00 um de diametro. Flecha negra
sefiala foliculo antral atrésico de 507,50 pum.

Tabla 7. Cambios en los porcentajes de foliculos antrales atrésicos segun rango de diametro folicular
(113-300, 301-500, 501-700, >700 pum) en cuyes hembras de los grupos 72, 84, 96, 108,
120y 132h post ultima dosis de progesterona

Horas post Gltima dosis de progesterona

72h 84h 96h 108h  120h 132h

Porcentaje de foliculos atrésicos(113-300 um) 49,7 30,6 374 419 77,4 79,5
Porcentaje de foliculos atrésicos(301-500 um) 55,9 46,5 491 75,8 93,7 91,0
Porcentaje de foliculos atrésicos(501-700um) 52,6 52,4 64,3 64,4 93,3 81,4
Porcentaje de foliculos atrésicos(>700um) 23,3 34,9 30,2 455 34,3 53,3

4.3. Correlacion entre variables histologicas y citoldgicas

Las variables obtenidas de la histologia vaginal identifican los estratos que recubren
externamente la mucosa vaginal (MUC, MUC-CORN, CORN, GRAN, GERM) vy la
presencia de leucocitos en el epitelio y lumen vaginal (LE y LL) siguiendo las indicaciones
de Long & Evans (1922) y Westwood (2008). Las variables obtenidas por citologia vaginal
(PB, I, S, C, CF y LEU) fueron clasificados en funcién a su morfologia (Montes y Luque,
1988). Siendo estas variables normales (PB, I, S, C, CF y LEU) analizadas con la correlacion
de Pearson (Tabla 8) y las variables no normales (MUC, MUC-CORN, CORN, GRAN,
GERM, LL, LE y AP) la correlacién de Spearman (Tabla 9).
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Tabla 8. Correlacion de Pearson de las variables con distribucion normal

BP | S C CF LEU
PB 1.00
I - 0.06 1.00
S -044 ** - 066 ** 1.00
- 021 - 059 ** 0.07 1.00
CF 0.21 - 048 ** 0.16 0.32 1.00
LEU 0 0.35 - 007 - 045 ** -050 ** 1.00

**| a correlacion es significativa en el nivel 0,01 (P<0.01). PB, células parabasales; I, células
intermedias; S, células superficiales; C, células cornificadas; CF, Celularidad del frotis; LEU,
leucocitos en el frotis.

El porcentaje de las células intermedias (I) se correlacionan negativamente (r= -0.66; - 0.59
y -0.48) (p<0.01) con las células superficiales (S), cornificadas (C) y la celularidad del frotis
(CF), respectivamente. El epitelio vaginal produce distintos tipos de celulas representado
por un estado de maduracion (Tasat, 1994). En roedores, la poblacion de células intermedias
en su proceso de maduracion y diferenciacion conducen a la transicion de células
superficiales y posteriormente a células cornificadas (Montes & Luque 1988; Hohl, 1990).
Por ende, es normal fisiologicamente observar el cambio progresivo de células intermedias
a células superficiales y cornificadas y explicaria la relacion inversa (correlacion negativa)
que hay entre las células. Asi también, observamos correlacion negativa (r= -0.45)
significativa (p<0.01) entre las células cornificadas(C) y los leucocitos presentes en el frotis
(LEU). Esta relacion se puede explicar, cuando el estrato corneo (conformado por células
cornificadas) cubre la superficie del epitelio vaginal, impide la infiltracion de leucocitos en
el frotis vaginal (Montes & Luque, 1988) debido a que las células cornificadas se mantienen

juntas, formando una barrera fisica sobre los leucocitos (Gupta et al., 1989).
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Tabla 9. Correlacion de Spearman de las variables con distribucién no normal

MUC MUC-CORN  COR GRAN GER LE LL AP
N
MUC 1.00
MUC-CORN 0.42 1.00
CORN - 0.45** 0.53 ** 1.00
GRAN - 0.43* - 044 ** - 044 **  1.00
GERM 0.14 - 013 - 013 - 0.10 1.00
LE - 0.39 - 041 - 041 092 ** - 009 1.00
LL 0.37 0.39 - 0.07 - 051 ** 020 -045 * 1.00
*
AP - 073** - 0.03 0.23 049 ** - 020 043 * -057 ** 10
* 0

** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (P>0.01).

MUC, estrato mucificado recubre la mucosa vaginal; MUC-CORN, estrato mucificado seguido del corneo recubren la
mucosa vaginal; CORN estrato corneo recubre la mucosa vaginal; GRAN, estrato granuloso recubre la mucosa vaginal,
GERM, estrato germinativo recubre la mucosa vaginal; LE, infiltracion de leucocitos en la mucosa vaginal; LL, infiltracion

de leucocitos lumen vaginal; AP, apertura vaginal.

La variable GRAN se correlaciona negativamente (r= -0.43; - 0.44; - 0.44) (p<0.01) con la
variable MUC, la variable MUC-CORN vy la variable CORN respectivamente. La mucosa
vaginal de los roedores estd conformada por células que son muy sensibles a las
concentraciones del estrégeno principalmente. Esta hormona tiene la capacidad de iniciar la
division celular, la diferenciacion celular y exfoliacién de las células (Schutte, 1967),
reflejando asi cambios en la mucosa vaginal a nivel de los estratos que lo conforman (Wright
& Parry, 1989). Mediante la proliferacion y diferenciacion celular se van formando el estrato
granuloso seguido del estrato Mucificado (estrato expuesto en la superficie vaginal) (variable
MUC) . Las células al continuar con el proceso de diferenciacion, se llenan de queratina,
formando asi el estrato Corneo debajo del estrato Mucificado (variable MUC-CORN).
Posteriormente el estrato Mucificado se desprende, dejando al estrato Corneo en la superficie
(variable CORN). Por lo tanto, es normal ver el cambio progresivo entre estratos que estan
expuestos a la superficie vaginal y que ocurre en relacion inversa cada uno de los estratos,
explicando asi la correlacion negativa. Asi mismo ocurre con el porcentaje de seccion
histoldgica que presenta en la superficie al estrato Mucificado (variable MUC) y al estrato
Corneo (variable CORN) (r=-0.45) (p<0.01).

4.4. Precision de la prediccion de la ovulacion de las variables

Hay que precisar que el andlisis de curva ROC (Receiver Operating Characteristic) es un
método estadistico usado para determinar la exactitud diagndstica de si ocurre 0 no un evento

(Cerda et al., 2012). El parametro que estima este diagnostico es el AUC (Area Under The
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Curve), este valor refleja la capacidad diagnostica de la variable para diagnosticar el evento
(Muschelli, 2020). Los valores para interpretar el AUC son las siguientes. Valor de 0.5-0.6
discrimina de manera insatisfactoria si ocurrira o no el evento en cuestion, valor de 0.6-0.7
discrimina de manera satisfactoria, valor de 0.7-0.8 discrimina de manera buena, valor de
0.8-0.9 discrimina de manera muy buena y 0.9-1.0 discriminan de manera excelente
(Trifonova et al., 2014).

En el presente trabajo, las variables de citologia vaginal (PB, I, S, C, CF y LEU), histologia
vaginal (MUC, MUC-CORN. CORN, GRAN, GERM, LE y LL) y apertura vaginal (AP) de
los grupos 72, 84, 96,108,120 y 132h post Gltima dosis de progesterona (Tabla 13) fueron
sometidas a analisis de ROC-AUC para identificar y determinar la precision de la prediccion
de la ovulacion de cada variable. Siendo los resultados expresados en la Tabla 10, donde las
variables GRAN (variable donde estrato granuloso recubre la mucosa vaginal), LE
(infiltracion de leucocitos en la mucosa vaginal), C (Célula Cornificada), AP (apertura
vaginal) , CF (Celularidad del frotis) y variable PB (Célula Parabasal) mostraron un area
bajo la curva (AUC) de 0.88, 0.84, 0.83, 0.79, 0.77 y 0.71, respectivamente, las cuales
discriminan la ovulacion. Sin embargo, la variable PB fue no significativa (p>0.05) a
diferencia del resto de las variables nombradas anteriormente que si fueron significativas
(p<0.05).

El valor de AUC de la variable GRAN (0.88) obtenido por histologia se puede interpretar
gque GRAN tiene una probabilidad del 88% de diagnosticar correctamente la ovulacion. Por
lo tanto, al observar un mayor porcentaje de secciones histoldgicas con estrato granuloso
que recubre la mucosa vaginal, se puede definir que el cuy ovuld. A medida que aumenta el
nivel de estrégenos circulantes, el epitelio vaginal va estratificando (Forsberg, 1973) debido
a la proliferacion y proceso de diferenciacion celular (Li et al., 2018). Los estratos que
revisten la mucosa vaginal del lumen vaginal van reemplazandose periddicamente (Eddy &
Walker, 1969). sobre el estrato germinativo se forma el estrato granuloso y mucificado
(Burgos & Wislocki., 1956). Posteriormente se forma el estrato corneo que subyace a las
células que conforman el estrato mucificado (Li & David, 2007). Durante el inicio del estro
se produce la pérdida completa del estrato mucificado, volviéndose asi, el estrato corneo
superficial. Posterior a la ovulacion, disminuye el nivel de estrégeno y ocurre la
deslaminacién del estrato corneo, mostrandose asi el estrato granuloso (Westwood, 2008;

Gal et al., 2014). Esto explicaria el alto valor obtenido por esta variable.
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Los leucocitos presentes en el epitelio (LE) es otra de las variables respuesta que se obtiene
por histologia vaginal y obtuvo un valor alto de AUC (0.84) para predecir ovulacion. Cuando
hay niveles altos de estrdgeno, hay receptores que suprimen la infiltracion de leucocitos en
la mucosa vaginal. Después de la ovulacion, los niveles de estrogeno disminuyen, lo que
origina que desaparezca la supresion sobre la sefializacion de los leucocitos (Li et al., 2018)

invadiendo asi los leucocitos en el epitelio.

Tabla 10. Valores ROC-AUC de las variables apertura, citologia e histologia vaginal

95% de intervalo de

Técnica de Variablede  ROC - confianza
. p valor
evaluacion resultado AUC Limite o )
inferior Limite superior

Histologia GRAN 0.88 0.000 0.73 1
Histologia LE 0.84 0.002 0.66 1
Citologia C 0.83 0.003 0.69 0.96
Apertura vaginal AP 0.79 0.001 0.611 0.96
Citologia CF 0.77 0.012 0.60 0.94
Citologia PB 0.71 0.056 0.49 0.93
Histologia GERM 0.48 0.860 0.27 0.69
Histologia CORN 0.41 0.407 0.19 0.63
Citologia S 0.40 0.349 0.22 0.58
Citologia LEU 0.34 0.143 0.14 0.54
Citologia | 0.31 0.080 0.13 0.49
Histologia MUC-CORN  0.28 0.039 0.11 0.44
Histologia MUC 0.25 0.022 0.09 0.41
Histologia LL 0.15 0.001 0.02 0.28

NOTA: GRAN, estrato granuloso recubre la mucosa vaginal; LE, Infiltracion de leucocitos en la mucosa vaginal;
C, célula cornificadas; AP, apertura vaginal CF, celularidad del frotis; PB, célula parabasal; GERM, Unico estrato
germinativo recubre la mucosa vaginal; CORN, estrato corneo recubre la mucosa vaginal; LEU, leucocitos en el
frotis; I, células intermedias; MUC-CORN, , estrato mucificado seguido del corneo recubren la mucosa vaginal;
MUC, estrato mucificado recubre la mucosa vaginal y LL, Infiltracion de leucocitos en el lumen vaginal.

Las variables citologias como las células cornificadas (C) y Celularidad del frotis (CF)
tuvieron un valor AUC de 0.83 y 0.77 respectivamente, en la prediccién de ovulacién. La
cornificacion celular estad relacionada con el estimulo del estr6geno (Gardner, 1959;
Forsberg; 1973; Daly & Kramer, 1998). Esta hormona tiene la capacidad de activar el

proceso de diferenciacién celular (Schutte, 1967; Holderegger, 1980). Este proceso implica
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cambios morfoldgicos de las células, y su nicleo, ademas de la queratinizacion de la célula
(cornificacion) (Gupta et al., 1989). Entonces, cuando los niveles de estrogeno van
aumentando, las células van diferencidndose. Las células intermedias muestran un nlcleo
granulado o punteado que posteriormente comenzaran a degenerarse produciendo ndcleos
picndticos. Estas células seguiran diferenciandose y sintetizaran queratina (Vijayasaradhi et
al., 1987). Estas células se denominan celulas cornificadas, las cuales se volveran
superficiales y se desprenderan de manera que en el frotis vaginal se mostrara un predominio
de células cornificadas. Diversos investigadores en roedores usan el predominio de estas
células para diagnosticar que el animal esta en la etapa de estro mas no para determinar el
momento de ovulacién (Young et al., 1941; Montes & Luque,1988; Gupta et al., 1989). Sin
embargo, el valor AUC obtenido muestra que hay un 83% de probabilidad de predecir
ovulacion usando esta variable. La celularidad del frotis (CF) representa la cantidad de
células presentes en el frotis. Se ha reportado cambios en la celularidad a lo largo del ciclo
estral (Hubscher et al., 2005). Li & David (2007) reportaron que durante el diestro que es
cuando hay altos niveles de progesterona hay pocas células presentes debido a que la mucosa
esta bien diferenciada y cohesiva. Hubscher et al. (2005) realizaron un analisis cuantitativo
y encontrd que durante el diestro la proporcion de leucocitos con respecto a las células
epiteliales fue de 3:1, mostrando asi un disminuido nimero de células epiteliales en el frotis.
En ambos estudios muestran una diminucién en el nimero de células después de ocurrido la

ovulacién (diestro).

La variable Leucocito en el frotis (LEU) que se obtiene por citologia vaginal no obtuvo un
valor AUC alto (0.34). Existen estudios que consideran la infiltracion leucocitica después de
la cornificacidn celular como base de criterio para determinar la ovulacion (Norris & Adams,
1979; Lilley et al., 1997; Shi et al.,2000; Luna et al., 2003; Susuki et al., 2003; Grégoire et
al., 2012, Aranibar et al., 2014). Cuando ocurre la disminucidn de estrogeno (después de la
ovulacidn), las células que conforman el estrato corneo se descaman (Li & David, 2007).
Esto produce que el epitelio vaginal adelgace y como consecuencia los leucocitos se infiltren
en el epitelio y pasen al canal vaginal (Montes & Luqgue, 1988). Debido a esto, en el frotis
vaginal se observa la presencia de leucocitos y células cornificadas (Li & Davis, 2007).
Nuestro andlisis no diferencio la infiltracion leucocitica que ocurre posterior a la ovulacién.
En nuestros resultados, la mayoria de frotices mostraban la presencia de leucocitos. Hubcher

et al. (2005) también reportaron la presencia de leucocitos durante todo el ciclo estral y
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explicd que durante la transicion progresiva de cambios en la mucosa vaginal se presentan

leucocitos ya sea en mayor o menor proporcion en el lumen vaginal.

La variable Apertura vaginal (AP) tuvo un valor AUC de 0.84. Esta variable se usa
rutinariamente para determinar la madurez sexual en roedores (Hoffmann, 2018) y
determinar el inicio del estro (Lilley et al., 1997). Este evento estd relacionado a la
cornificacion de sus células (Selle, 1922) y la descamacion del epitelio (Kelly &
Papanicolaou, 1927). Algunos autores consideran que esta variable puede determinar el dia
de ovulacién y coinciden en que la apertura ocurre uno o dos dias antes de la ovulacion
(Donovan & Lockart, 1972; Luna et al., 2003; Sadeu et al., 2007). La mayoria de los
reportes cientificos usan como indicador de ovulacién el primer dia de la apertura vaginal.
Sin embargo, el primer dia o inicio de la apertura vaginal no se considerd en nuestro disefio

experimental.

De todas las variables obtenidas por histologia vaginal, citologia y apertura vaginal, las
variables GRAN (estrato granuloso recubre la mucosa vaginal), LE (infiltracion de
leucocitos en el epitelio) y C (células cornificadas) mostraron un alto valor AUC-ROC,
demostrando que estas variables tienen una capacidad muy buena de discriminar y predecir

la ovulacion.

Modelo de prediccion de la ovulacion

El modelo de regresion logistica binaria se usa cuando se desea conocer la relacion entre una
variable dependiente cualitativa dicotomica y una o mas variables explicativas con el
objetivo de obtener una estimacion de un modelo matematico con variable independiente
para predecir la variable dependiente (Moons et al., 2015). En nuestro estudio se considerd
las variables citologias e histologicas como variables independientes y la variable ovulacion

como variable dependiente para el analisis de regresion logistica binaria (Ver Tabla 11)

En el modelol se analizaron todas las variables independientes obtenidos por citologia
vaginal; las variables con menos aporte al modelo fueron eliminado por el programa IBM
SPSS Statistics, basado en el valor Walt y la significancia de la variable, dejando solo a la
variable citologicas | y S en el modelo. En el modelo 2 se analizaron todas las variables
independientes obtenidos por histologia vaginal (MUC, MUC-CORN. CORN, GRAN,
GERM, LE y LL), de la misma manera, las variables con menor aporte fueron eliminados.

Las variables con aporte significativo fueron GRAN y CORN.
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Tabla 11. Modelos predictivos de ovulacién en el cuy hembra con el uso de regresion logistica

binaria
Variable Modelol Modelo2
Constante 5,73 -7,43
| (células intermedias) -0,11
S (células superficiales) -0,11
CORN (estrato corneo cubre la superficie vaginal y debajo de 0,08

este estrato se encuentra el estrato granuloso y germinativo)

GRAN (estrato granuloso cubre la superficie vaginal y debajo 0,95
de este estrato se encuentra el estrato germinativo)

Precision de modelo (ROC-AUC) 0,93 0,97

El modelo 1 formado por las variables citologicas (1 y S) fue significativa (chi cuadrado <

0.05) y presenta un porcentaje de 86.1% de prediccion correcta.
Esta representado por la ecuacion

Y=5,73-0.11*1 -0.11*S
Donde:
I= Porcentaje de células Intermedias presentes en el frotis
S= Porcentaje de células Superficiales presentes en el frotis
Cuando
Y > 0.5 se predice que la hembra ovulo

Y < 0a0,5 se predice que la hembra no ovulo

El modelo 2 formado por las variables histolégicas (CORN y GRAN) también fue
significativa (chi cuadrado < 0.05) y presenta un porcentaje de 91.7% de prediccion correcta

Esta representado por la ecuacion

Y=-7,429 -0,08*CORN + 0,95*GRAN
Donde:
CORN: Porcentaje de seccion histologica donde el estrato corneo recubre la mucosa vaginal
GRAN: Porcentaje de seccidn histologica donde el estrato granuloso recubre la mucosa
vaginal.
Cuando
Y > 0.5 se predice que la hembra ovul6

Y < 0a0,5 se predice que la hembra no ovul6
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En este trabajo el modelo 1 y 2 lograron un ROC-AUC de 0.93 y 0.97 respectivamente.
Estadisticamente ambos modelos se consideran como un buen modelo para la prediccion de
ovulacion. Ciertamente el modelo 2 conformado por variables histolégicas mostraron
valores de mayor prediccién tanto en el porcentaje de prediccidn correcta como en el valor
ROC-AUC.

La citologia es una técnica muy controversial usada para determinar el periodo 6ptimo de
apareamiento que tenga relacion con la ovulacion (Hiemstra et al., 2001). Sin embargo, sigue
siendo un método muy usado en caninos (Simmons, 1970; Srinivas et al., 2004). Es asi, que
Bouchard et al. (1991) sugieren usar este método en caninos. Existen investigaciones que
reportan que la citologia vaginal, tiene baja precision (28%) del apareamiento (Hiemstra et
al., 2001) y garantiza una baja tasa de prefiez en caninos (30%, Okkens et al., 1985). Tambien
se describe que la variabilidad entre animales con respecto al momento de la aparicion de
las diferentes celulas (Jeffcoate et al., 1989, Durrant et al., 2002) y el efecto de frotices
consecutivos pueden alterar los resultados del frotis vaginal (McLean et al., 2012)y limitan
su uso (Durrant et al., 2002). Sin embargo, en nuestro estudio, el modelo 1 que esta
conformado por variables citologicas presenté 86,1% de prediccion correcta y un 93% de
precision en la prediccion (ROC-AUC), demostrando asi que la citologia podria ser un
método que se podria usar en la prediccion de ovulacion. Estudios realizados en otras
especies también concuerdan con nuestros resultados como es el caso del titi comin
(Callithrix jacchus) (Gluckman et al.,2004) y en cabras (Souza-Fabjan et al., 2021).

Por otro lado, la histologia vaginal es un método que usa para determinar el estadio del ciclo
estral, en donde se observa objetivamente los cambios que ocurren en el epitelio vaginal
(Rubio 1976: Walmer et al. 1992; Li & Davis, 2007 y Buyd et al., 2018). Este método
garantizaria el nivel de confiabilidad de la clasificacion del ciclo estral (Merkwitz et al.,
2016). Gal et al. (2014) en su estudio comparo ambos métodos en ratas, reportando una
discordancia del 31-77% entre el método citologico e histoldégico y mayor precision en la
clasificacion del ciclo estral usando el método histolégico. Siendo, todos estos resultados
similares a nuestros resultados (ver modelo 2) que esta conformado por variables
histolégicas mostrando la mas alta prediccién de la ovulacion con respecto al modelol

(conformado por variables citologicas).

El uso de los modelos obtenidos en esta investigacion aportaria una mayor precision para

identificar el momento de ovulacion en cuyes. Esto permitird determinar el momento de
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copula y conocer el tiempo de desarrollo embrionario para posteriores investigaciones a
futuro. Se ha realizado estudios para determinar el mejor momento de copula en funcion de
la ovulacion y el tiempo necesario para la capacitacion espermatica en ratones (Muro et al.,
2016) y hamster (Cummins & Yanagimachi, 1982) asi como el efecto de la ovulacién y

momento de inseminacidn en la tasa de fertilizacion en cerdas (Soede et al., 1995).
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en las que se realizé la presente investigacién y con los resultados

obtenidos se puede concluir:

1. La histologia ovérica demostr6 que la ovulacion estaba definida entre las 108 a 132h,
post ultima dosis de progesterona.

2. Las variables histoldgicas (GRAN y LE) y citolégicas (C) logran una alta precision en
la prediccion de la ovulacion de cuyes sincronizadas con progesterona

3. El modelo matematico 1 (variables citologicas) y 2 (variables histoldgicas), que agrupa
variables permite una alta precision de ovulacion con un valor ROC-AUC de 0.93y 0.97,

respectivamente



VI. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda validar los modelos matematicos generados en esta investigacion con
cuyes hembras sincronizadas hormonalmente.

2. Se recomienda evaluar dos grupos experimentales adicionales (144 y 156 h post
ultima dosis de progesterona) para evaluar la dinamica de los foliculos preovulatorios
y cuerpos luteos en formacidon, que permitan evaluar los tiempos y la variabilidad de
la ovulacion de cuyes.

3. Utilizar los tiempos de ovulacion determinados en este estudio, para evaluar el
desarrollo embrionario temprano y técnicas de recuperacion de cigotos para técnicas

de silenciamiento de genes.
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VIIl. ANEXOS



Anexo 1: Peso inicial de cuyes hembras distribuidos en grupos a las 72, 84, 96, 108, 120 y 132h post ultima dosis de progesterona.

Grupo Repeticién inicl:)i:(ng) Grupo Repeticion Pesca;;)u cial
R1 1,19 R1 1,13
R2 0,98 R2 1,09
G1(72h) R3 122 G4(108h) R3 1,09
R4 0,99 R4 0,97
R5 0,86 R5 0,86
R6 1,00 R6 1,02
R1 1,19 R1 1,10
R2 1,15 R2 0,96
G2 (84h) R3 1,00 G5(1200) R3 1,23
R4 0,95 R4 0,99
R5 0,85 R5 0,82
R6 0,95 R6 0,99
R1 1,09 R1 1,02
R2 1,05 R2 1,09
G3(96h) R3 1,22 G6(132h) R3 0,98
R4 0,94 R4 0,90
R5 0,92 R5 0,98
R6 1,00 R6 1,10

Promedio peso (Kg) = 1,02
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Anexo 2: Resumen de datos obtenidos por histologia ovérica, citologia vaginal, histologia vaginal y apertura vaginal a las 72, 84, 96, 108, 120 y 132h
post ultima dosis de progesterona

Citologia Vaginal Histologia vaginal A\‘/%Zriggla Ovulacion
PB I S C CF LEU MUC MUC- CORN GRAN GERM L.E L.L AP Ov
o) %) ) (%) %) CORN (%) () (&) (%) ©) (NOO  (NO-
(%) SI-1) SI-1)
rr 7.8 88,2 20 20 10 30 1000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100 0 0
r2 12,7 84,1 04 29 10 40 1000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 433 0 0
2oh r3 42,1 55,3 09 17 40 30 1000 0,0 0,0 0,0 0,0 00 67 0 0
r4 11,3 339 540 08 50 40 1000 0,0 0,0 0,0 0,0 00 133 0 0
r5 00 1000 00 00 50 20 1000 0,0 0,0 0,0 0,0 00 733 0 0
r6 00 98,1 00 19 20 20 1000 0,0 0,0 0,0 0,0 00 67 0 0
ri 312 68,8 00 00 30 20 1000 0,0 0,0 0,0 0,0 00 00 0 0
r2 4595 86,4 73 18 40 20 90,0 0,0 0,0 0,0 100 0,0 50,0 0 0
84h r3 13,7 60,2 11,2 149 10 50  100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 233 0 0
r4 69 56,7 284 79 40 20 0,0 86,2 13,3 0,0 0,0 00 133 0 0
r5 00 93,9 18 44 10 20 1000 0,0 0,0 0,0 0,0 00 00 0 0
6 253 73,1 12 05 50 00 1000 0,0 0,0 0,0 0,0 00 500 0 0
ri 05 205 632 158 40 10 0,0 83,3 16,7 0,0 0,0 00 33 1 0
r2 133 223 631 12 30 20 0,0 96,7 33 0,0 0,0 0,0 26,7 0 0
96h r3 37,2 309 223 95 20 10 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 40,0 0 0
r4 4,3 35,9 591 07 40 40 13,3 83,3 3,3 0,0 0,0 0,0 90,0 0 0
r5 154 20,9 635 02 30 30 0,0 93,3 6,7 0,0 0,0 0,0 933 0 0
r6 26,0 33,8 295 10,7 30 20 30,0 63,3 6,7 0,0 0,0 0,0 80,0 0 0
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Continua ...

Citologia Vaginal Histologia vaginal A\‘/%Zriggla Ovulacion

PB I S C CF LEU MUC MUC- CORN GRAN GERM L.E L.L AP Ov

o) ) ) (%) (%) CORN (%) (%) (%) (%) (%) (NOO (N0

(%) SI-1) SI-1)
rl 60,3 230 100 67 60 20 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 930 00 0 1
r2 06 184 728 82 50 10 0,0 66,7 333 0,0 0,0 0,0 333 1 0
108h r3 36,1 133 299 20,7 90 20 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 1 1
r4 07 142 771 80 20 40 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 56,7 0 0
r5 11,3 271 583 33 30 30 0,0 53,3 43,3 0,0 0,0 00 00 1 0
ré 0,2 1,3 500 485 20 20 0,0 46,7 53,3 0,0 0,0 00 00 1 0
rl 0,1 02 45 952 50 10 0,0 13,3 86,7 0,0 0,0 00 00 0 1
r2 79 142 411 367 50 00 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 66,7 13,3 1 1
100n "3 0,6 54 675 265 50 10 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 36,7 0,0 0 0
r4 50 122 658 17,1 40 0,0 0,0 80,0 20,0 0,0 0,0 0,0 3,3 0 0
r5 0,0 91 605 304 60 00 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 00 00 1 1
ré 0,7 93 437 463 40 10 0,0 53,3 46,7 0,0 0,0 00 00 1 0
rl 46,1 26 159 355 80 00 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 00 00 1 1
r2 0,0 1,1 478 511 7,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 3,3 1 0
132h r3 499 396 04 101 40 20 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 46,7 0,0 1 1
r4 549 249 42 160 30 20 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 50,0 0,0 1 1
r5 85 409 292 214 40 40 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 16,7 0,0 1 1
ré 149 422 72 357 30 10 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 30,0 0,0 1 1

PB, célula parabasal; I, células intermedias; S, célula superficial; C, célula cornificada; CF, celularidad del frotis; LEU, leucocitos en el frotis; MUC, estrato mucificado
recubre la mucosa vaginal; MUC-CORN, estrato mucificado seguido del estrato cérneo recubren la mucosa vaginal; CORN, estrato cérneo recubre la mucosa vaginal;
GRAN, estrato granuloso recubre lamucosa vaginal; GERM, estrato germinativo recubre la mucosa vaginal; LE, infiltracion de leucocito en epitelio vaginal; LL, infiltracion
de leucocito en el lumen vaginal; AP, apertura vaginal; Ov, Ovulacién
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