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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo comparar las
caracteristicas morfométricas macroscoépicas post mortem de
las unidades materno fetales (UMFs) en cada cuerno uterino (CU)
y su relacion con la concentracion de progesterona (P4) durante
los primeros 35 dias de gestacion en la cobaya (Cavia porcellus). Se
utilizaron 20 cobayas de linea peruana, peso medio de 964,5+33,99
gramos y una condicion corporal de 2,6 +0,11. La evaluacién post
mortem se ejecutd en 5 momentos diferentes de la gestacion (dias
15, 20, 25, 30y 35), sacrificando 4 cobayas en cada uno. Se tomaron
muestras sanguineas para medir los niveles de P4y luego se extrajo
el aparato reproductor, identificando el cuerno derecho (CUD) e
izquierdo (CUI), los cuales se dividieron en tres secciones: caudal,
medio, craneal, para describir el lugar de la implantacion embrionaria.
Se determin¢ el volumen y peso de UMFs, se midi6 el didmetro de
la placenta (DPL), diametro de saco gestacional (DSG)y la longitud
coronarabadilla(CR). Los resultados demostraron un mayor porcentaje
de implantacion en CUD (66,8 %) en relacion al CUI (33,2 %)y mayor
frecuencia de implantaciones en la parte caudal de ambos cuernos
(CpD=32,5%y CplZ=22,1%), el volumen de la UMFs presento un
crecimiento progresivo, aunque disminuyo al dia 30, recuperandose
nuevamente en el dia 35. Un patron similar se registré en el desarrollo
del DPL, DSGy CR. La concentracion de P4 fue de 68,4 + 3,41 ng-mL™
en el dia 15y de 63,7+2,20 ng-mL™" en el dia 35. En conclusion, las
gestaciones se presentaron con mayor frecuencia en el cuerno
derecho, con implantaciones localizadas en las posiciones caudal y
media de ambos cuernos. El desarrollo embrion mostré un crecimiento
lento pero progresivo en los primeros 20 dias, acelerandose al dia 30,
impulsado por la funcionalidad de la placenta.
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ABSTRACT

The objective of this research was to compare the post-mortem
macroscopic morphometric characteristics of maternal-fetal
units (MFUs)in each uterine horn (CU) and their relationship with
progesterone (P4) concentration during the first 35 days of gestation
in the guinea pig(Cavia porcellus). Twenty Peruvian line guinea pigs
were used, with an average weight of 964.5+33.99 g and a body
condition score of 2.6 +0.11. The post-mortem evaluation was
performed at 5 different times during gestation (days 15, 20, 25,
30 and 35), sacrificing 4 guinea pigs in each one. Blood samples
were taken to measure P4 levels and then the reproductive system
was removed, identifying the right horn (CUD) and left horn (CUI),
which were divided into three sections: caudal, middle, cranial, to
describe the site of embryonic implantation. The volume and weight
of UMFs were determined, the placental diameter (DPL), gestational
sac diameter (DSG)and crown-rump length (CR) were measured. The
results showed a higher percentage of implantation in CUD(66.8 %)
compared to CUI(33.2%) and a higher frequency of implantations
in the caudal part of both horns (CpD =32.5% and CplZ = 22.1%).
The volume of the UMFs showed a progressive growth, although it
decreased on day 30, recovering again on day 35. A similar pattern was
recorded in the development of DPL, DSG and CR. The concentration
of P4 was 68.4£3.41ng-mL " on day 15 and 63.7+2.20 ng-mL™" on day
35. In conclusion, pregnancies occurred more frequently in the right
horn, with implantations located in the caudal and middle positions
of both horns. Embryonic development showed slow but progressive
growth in the first 20 days, accelerating on day 30, driven by the
functionality of the placenta.

Key words: Maternal-fetal unit; gestational vesicle; progesterone;
uterus
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INTRODUCCION

El cuy (Cavia porcellus) es un roedor doméstico de gran importancia
en América del Sur, forma parte integral de las tradiciones culturales
que perduran hastala fecha[1]. Se considera una especie de relevancia
economica, debido a su gran prolificidad y su pronta madurez sexual,
siendo estaalos dos meses de edad[2]. Adicional a estas caracteristicas
productivas, la similitud morfolégica placentaria, permite que el cobayo
fuese empleado como un biomodelo en investigaciones cientificas[3].

Al ser considerado un modelo biologico de experimentacion, se
han realizado diferentes investigaciones, que han permitido definir
el comportamiento reproductivo de la hembra, como son: a) ciclo
estral de 16,1+0,2 dias(d) en promedio, [4]y b) tipo de ovulacién no
estacional espontanea(3,14 ovulaciones por ciclo)[5]. En las dltimas
décadas, los estudios enfocados a la gestacién de la cobaya han
tomado una gran relevancia, principalmente debido al tipo de placenta
hemocorial discoide que posee[6], y posterior a ello se han enfocado
en el desarrollo fetal, con el propésito de obtener mayor cantidad de
crias vivas al fin del proceso. En roedores de importancia zootécnica
como la coneja se han implementado planes de seleccidon genética
que han mejorado considerablemente el numero de crias por hembra
gestante; sin embargo, se ha observado grandes desigualdades en
los pesos de los gazapos de la misma camada, que repercuten en su
viabilidad, en la correcta homeostasis de lahembray finalmente, en
las tasas de reposicion y beneficios de la explotacion[7].

Estudios demuestran que el posicionamiento de los fetos en el
utero de roedores como la coneja y la rata depende de laraza, la
nutricion y el tamafo de los cuernos uterinos, llegando a observar
que los fetos con mayor peso y diametro se localizan en los extremos
ovaricos del cuerno uterino, mientras que los fetos de menor peso
y diametro se encuentran en la parte distal y en posicion medial del
cuerno uterino[8]. Por consiguiente, se considera que la cobaya al
serunroedor similar a la coneja va a tener un comportamiento similar
a ésta en cuanto al tamafo y peso de los fetos distribuidos en los dos
cuernos uterinos. Sin embargo, en el caso de la cobaya, consideramos
que esta informacién no esta disponible y debe ser analizada para
desarrollar herramientas utiles en los planes de mejoramiento
genético de esta especie. Ademas, es fundamental investigar el papel
de la progesterona en la cobaya, ya que esta hormona es esencial
para el mantenimiento de la gestacion en otras especies de interés
zootécnico[4]. Por ejemplo, en la cobaya, se observa un cambio en
la produccion de progesterona debido a la transicién de la fase lutea
a la placentaria antes de la mitad de la gestacion [3]. No obstante,
la informacion sobre la concentraciéon de progesterona durante la
gestacion eslimitada, lo que subraya la necesidad de profundizar en
el conocimiento de los niveles de esta hormona en momentos clave
del proceso gestacional en esta especie.

En el presente trabajo se compard las caracteristicas morfométricas
macroscopicas post mortem de las unidades materno fetales
dentro de cada cuerno uterino y entre cuernos uterinos (derecho e
izquierdo); asi como, su relacién con la concentracién de progesterona
plasmatica enlos d 15, 20, 25, 30 y 35 de gestacion de la cobaya.

MATERIALES Y METODOS

Animales y granja

La investigacion se realizé en la provincia del Azuay, cantén
Cuenca, parroquia Santa Ana, en una granja comercial ubicada a
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una altitud de 3.500 metros sobre el nivel del mar. Se emplearon
20 cobayas de linea peruana, peso medio de 964,5+ 33,99 g, edad
entre 4-6 mesesy condicion corporalde 2,6 +0,11enlaescalade1ab
segun lo descrito por Aray cols.[10]. El empadre fue realizado con 10
machos, pesos vivo medio de 1180,3 £84,50 g, edad entre 8-10 meses
y fertilidad comprobada en registros de la granja, manteniendo una
relacion macho hembra de 1:1. Las cobayas fueron alojadas en jaulas
separadas de 0,5 m de largo por 0,5 m de anchoy 0,5 m de alto, segun
recomendaciones emitidas por Vivas y Carballo [11]. Los animales
fueron alimentados por una mezcla forrajera compuesta de 70 % de
Ray grass (Lolium multiflorum)y 20 % de Alfalfa (Medicago sativa),
seguin recomendacion de Benitezy cols.[12], mas 10 % de balanceado
comercial que contenia proteina cruda al 18 % y agua ad libitum.

Lainvestigacion fue descriptiva, en primera instancia se evaluo
post mortem la ubicacion de laimplantacion de los embriones dentro
de un mismo cuerno uterino y luego se relacion6 con el cuerno
uterino opuesto. En un segundo momento se valoro los cambios
morfométricos de la unidad materno fetal en cinco momentos
diferentes dentro de los primeros 35 d de gestacion de la cobaya
(d 15, 20, 25, 30 y 35). Finalmente, se determind la concentracion
de progesterona en suero sanguineo en los cinco momentos
antes descritos.

Pre experimento

Las cobayas pasaron un periodo de adaptacion de 15 d al sistema
de manejo y alimentacién. A continuacién, se aplico un protocolo de
sincronizacién del celo con laadministraciéon de 0,22 mg-kg™' de peso
vivo de progesterona(P4)oral (Altrenogest®) por 15 d consecutivos,
segun lo descrito por Garay y cols. [13]. Al dia siguiente de haber
finalizado el protocolo de sincronizacion del celo (d 16) se inici6 el
monitoreo de la apertura de lamembrana vaginal (AMV) cada 24 horas
(7:00 am)durante 5 d consecutivos. El dia que se observéd una AMV
del 50 %, se determin6 como dia del celo y se procedid a introducir un
macho en lajaula enunarelacion 1:1durante 24 horas. Transcurrido
este tiempo se realizo citologia vaginal para determinar la presencia
de espermatozoides y de haber estos se consider6 que la cobaya
recibio 24 h antes monta efectiva(dia cero de la gestacion). A partir
de este instante se determinaron 5 momentos de seguimiento de
evaluacion: 15, 20, 25, 30y 35 d de gestacién.

Experimento

Eutanasia y toma de muestras de sangre

Cuatro cobayas fueron eutanasiadas de cada grupo en cada
momento de evaluacion d 15, 20, 25, 30y 35, siguiendo metodologia
de Santosy cols.[14], paralo cual se aplicé pentobarbital sédico en
dosis de 120-150 mg-kg ™ via intraperitoneal [ 15]. En el proceso se tuvo
presente la Norma Oficial Mexicana NOM-033-Z00-1995, Sacrificio
Humanitario de Animales Domésticos y Silvestres (Humane Slaughter
Association, 2015)[16]. A continuacion, se tomaron muestras de
sangre (5 mL)en tubos Vacutainer tapa roja de la vena yugular, luego
las muestras fueron centrifugadas (Micro 200, Alemania)a 3.000 G
por 10 min para obtener el suero, el cual fue almacenado a -20°C
hasta su procesamiento.

La determinacion de la concentracion de progesterona se realizd
mediante un Kit de Elisa Multi Species(Innovative Research®, México),
seqgun la metodologia descrita por Grégoire y cols. [17], con ello se
establecié las curvas de comportamiento hormonal.
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Valoracion de la ubicacion de la implantacién de los embriones

A continuacién, se disecciono la linea media del abdomeny se
obtuvo el aparato reproductor integro de la cobaya, como lo describid
Espinozay cols.[18]. Para la ubicacion de las implantaciones de
los embriones y fetos se utilizé la metodologia descrita por Turner
y Trudinger [19] con ciertas modificaciones que se explican a
continuacion: el feto mas cercano al cérvix en el cuerno derecho
se denomind posicion caudal derecha (CdD), la implantacion del
centro se determin¢ posicion media derecha (MD)y la méas cercana
al ovario se nombro craneal derecha(CrD). En el caso del cuerno
uterino izquierdo se determin6 las mismas ubicaciones y tomaron
los nombres de posicidon caudal izquierda (CdlZ), media izquierda
(MIZ), y craneal izquierda (CrlZ), detalle en FIG. 1.
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FIGURA 1. Posiciones determinadas para el estudio en los cuernos derecho
e izquierdo. CdD=caudal derecho. MD=media derecho. CrD=craneal derecho.
CdIZ=caudal izquierdo. MIZ=media Izquierda. CrIZ=craneal izquierda (fuente
autores)

Determinacion del volumen, peso de la unidad materno fetal

Para determinar el volumen de la unidad materno fetal se utilizo la
formula descrita por Crane y Muirhead[20] para el elipsoide donde:

Volume cm®= 0,523 x(D1x D2 x D3)
V=D1xD2xD3
D1=largo, D2 =ancho, D3 =altura o grosor

El peso de la unidad materno fetal fue determinada mediante una
balanza de precisiéon (PCE-DMS 310, Albacete, Espafa)y los resultados
expresados eng.

Valoracion del diametro de la placenta y saco gestacional

Los diametros se midieron con un calibrador de 6"(Vernier, Truper,
Ecuador) tomando medidas en dos ejes (D1+D2)/2 y se expreso el
resultado en mm.

Determinacion de la longitud corona rabadilla

Se definié como la longitud sagital media maxima del feto desde
la base del occipital hasta la primera vertebra coccigea (comienzo
de la cola), para esto se utilizd un calibrador de 6" (Vernier, Truper,
Ecuador)y los resultados fueron expresados en mm.

Analisis estadistico

Los datos fueron tabulados en Excel y procesados en el programa
estadistico SPSS version 25. Se establecieron estadigrafos principales
de todas las variables. La normalidad de los datos fue determinada
mediante la prueba de Shapiro-Wilk, las variables que no mostraron
normalidad fueron transformados a logy,. Para comparar el volumen,
diametros, peso, longitud de corona rabadillay la concentracion de
progesterona en los cinco momentos diferentes de la gestacion(d 15,
20, 25, 30y 35) se utilizo un ANOVA unidireccional y para comparar
medias la prueba de Tukey al 5 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

Frecuencia de ubicacion de los embriones en cuernos uterinos

Al analizar la frecuencia de ubicacién de los embriones dentro de
los cuernos uterinos(derecho e izquierdo) se determiné que el cuerno
derecho present6 mayor porcentaje de implantaciones conun 66,8 %
frente aun 33,2 % de casos observados el izquierdo. Esta particularidad
podria tener relacién por la mayor cantidad de irrigacién que recibe
cierta parte del cuerno derecho, especificamente la zona donde es
irrigada por la arteria ovarica derecha, la cual comparte en ocasiones un
tallo comun con la arteria renal, caracteristica anatomica que permite
mayor flujo sanguineo al cuerno derecho[21], lo cual ha determinado
que en especies como larata se produzcan mas implantaciones en el
cuerno derecho en comparacion con el cuerno izquierdo[22].

Ademaés, se establecio que dentro de un mismo cuerno uterino
(derecho o izquierdo) existio mayor frecuencia de implantaciones
en la parte caudal CdD=32,2 %; CdIZ=21,8 %); es decir, la parte mas
cercana al cérvix, con valores similares a laimplantacion observada
en la parte media (MD=30,4 %; MIZ=11%); sin embargo, estas dos
ubicaciones presentaron 10 veces més implantaciones frente ala
craneal (CrD=3,4 %; CrlZ=0 %; ubicaciéon mas proximal al ovario) del
cuerno respectivo sea este derecho o izquierdo; FIG. 2).

Ubicacién Fetos (%)

cdD MD CrD cdiz Mz criz

FIGURA 2. Porcentaje de la ubicacién de los fetos en los cuernos derecho,
ubicacién posterior (CdD), media (MD), anterior (CrD), y en el cuerno izquierdo,
ubicacién posterior (CdIZ), media (MIZ), anterior (CrIZ), durante los primeros
35 dias de gestacion de la cobaya
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En otro trabajo realizado en cobayas también se determind que la
frecuencia de implantaciones fue mayor en la parte cercana al cérvix
con un 45 %, sequido de la parte media (34 %)y finalmente la parte
proximal al ovario derecho (4 %), valores cercanos a los determinados
en el presente trabajo[19].

Volumen de la unidad materno fetal

El volumen de la unidad materno fetal se incremento 3 veces cada
cinco dias a partir del d 15 pasando de 0,3+0,01cm®a 1,0+0,03 cm®(d 20),
continuando su crecimiento a3,3+0,3 cm?(d 25); sin embargo, se observo
una disminucién enla progresion de crecimiento que se veniadando al d
30 del experimento(3,5+0,21cmd), pero a partir de este momento volvio
a observar el mismo crecimiento sostenido de 3 veces que presento al
inicio, llegando a un valor de 9,4+0,74 cm3; en el d 35; FIG. 3).

104

Volumen total (cm?®)

Dias

FIGURA 3. Media y error estandar del volumen (cm®) de la unidad materno
fetal en los diferentes momentos de monitoreo (dias: 15, 20, 25, 30 y 35
de gestacién). abc=letras diferentes indican diferencia significativa entre
momentos de valoracién de la gestacién. P<0,05

Peso de la unidad materno fetal

El peso de la unidad materno fetal mantuvo un incremento
sostenido a partir del d 15(0,66+0,04 g) de gestacion, luego al d 20
(1,4+0,08 g)yeneld25(2,7+0,49 g); sin embargo, para el d 30 se
triplico el incremento de peso (8,8 +0,25 g)y a continuacién mostrd
un ritmo de crecimiento sostenido alcanzando un valor de 13,6 £0,30 g
el dia 35 de gestacion (FIG. 4). Estos resultados son concordantes
con los descritos por Prickett [23] quien determind un peso medio
alos15dde0,61gy 1,68 gend 20 delagestacion de cobayas. Estos
resultados demuestran que el crecimiento de la unidad materno fetal
dentro de la primera mitad de la gestacién mantienen un incremento
de peso sostenido; sin embargo, en el d 30 el peso de la estructura
aumenta exponencialmente manteniendo este crecimiento relacion
con los niveles de P4 determinado en estas fechas.

Diametro de la placenta

La placenta duplico su diametro cada cinco dias como se puede
observar en la Figura 5, con una ligera disminucién de su ritmo de
crecimiento entre el d 25 de 18,7+0,6 mmy 30 de 18,9+0,41 mm, para
luego retomar el patron de desarrollo en el d 35 de 24,6 +1,03 mm:; (FIG. 5).
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FIGURA 4. Media del peso de la unidad materno fetal en los dias de
monitoreo (dia 15, 20, 25, 30 y 35). abcd=letras diferentes indican diferencia
significativa entre momentos de valoracién de la gestacion. P<0,05
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FIGURA 5. Promedio del diametro de la placenta en los dias de monitoreo
(dias 15, 20, 25, 30 y 35). abcd=letras diferentes indican diferencia
significativa entre momentos de valoracién de la gestacién. P<0,05

La placenta es un 6rgano temporal interpuesto entre la madrey el
feto que transfiere los nutrientes necesarios y actia como fuente de
hormonas, presenta una zona de laberinto, una superficie vascular
en la cual se produce el intercambio sanguineo de la madre al feto
[24]. Sin embargo, se ha determinado que el desarrollo de la placenta
fue lento y sostenido y presentd su valor mas alto entre los d 20 y 35
de la gestacion en las cobayas, resultados similares a los obtenidos
en la presente investigacién[25]. Esto coincide con el incremento
de peso de la unidad materno fetal por lo que se considera que la
placenta toma relevancia en esta fase de la gestacion, iniciando el
intercambio de la funcién luteal por la placentaria.

Valoracion del desarrollo del saco gestacional

El saco gestacional también mostré un desarrollo sostenido
desde el d 15 al d 25 similar al de la placenta; sin embargo, el
ritmo de crecimiento disminuyo entre el d 25(19,5+0,41 mm)y
30(21,9+0,96 mm), para luego volver a incrementar su ritmo de
crecimiento hasta el d 35 (34,4 +1,47 mm:; FIG. 6).
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FIGURA 6. Media del diametro del saco gestacional en los cinco momentos de

monitoreo (dia 15, 20, 25, 30 y 35). abcde=letras diferentes indican diferencia
significativa entre momentos de valoracién de la gestacion. P<0,05

Los datos sugieren que la placentacion en la cobaya y otros
caviomorfos depende predominantemente de la nutricién hemotrofica,
pero, no esta muy involucrada en el desarrollo embrionario temprano;
sin embargo, es una estructura esencial a partir de la mitad de la
gestacion en adelante para el desarrollo y supervivencia fetal [26].

Determinacion de la longitud corona rabadilla

Lalongitud coronarabadilla(CR)no fue determinadaeneld 15, ya
que en esta edad el tubo neural del embrion recién se esta cerrando
y se encuentra pegado ala placenta, lo que dificulta su identificacion
y toma de medidas. Caracteristica también observada y descrita
por Prickett [23] quien menciono que a esta edad (15 d 0 menos),
medir o pesar los embriones es poco practico y conlleva a muchos
errores. Ademés, las estructuras corporales aun no se encuentran
totalmente desarrolladas.

Sin embargo, en el presente trabajo a partir del d 20 se determiné
8,6+0,18 mm de CR, medida que aumento rapida y sostenidamente
enlos d25(16,2+0,47mm), 30 (27,6 +2,95mm)y d 35(37,1+1,29mm),
como se puede observarenlaFIG. 7.
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FIGURA 7. Media de la longitud Corona Rabadilla de los conceptos en los dias

de monitoreo (dias 15, 20, 25, 30 y 35). abc=letras diferentes indican diferencia
significativa entre momentos de valoracion de la gestacion. P<0,05

Silvay cols.[27] determinaron que la longitud de CR determinada en
un nuimero reducido de cobayas(n=2)eneld 14 fue de 0,8-1,2cm, end 20
(1,4-1,9cm), d 25(2,1-2,6 cm), d 30(5 cm) valores que fueron superiores
alos establecidos en el presente trabajo. Esta diferencia en la longitud
de CR entre nuestro estudio y el de Silva podria estar relacionado con el
numero de animales(n=5 vs. n=2) utilizado en los dos estudios, asi como
las lineas genéticas de cobayas valoradas en los ensayos(linea peruana
vs. no especifican), pues se ha determinado que la razay la nutricion
influyen sobre el desarrollo del embrion en los roedores[8].

Valoracion de la concentracion de progesterona

Luego de que la cobaya fue cubierta y quedd gestante la
concentracion de progesterona en sangre muestra un valor elevado
eneld15(68,4+3,41ng-mL"), paraluego disminuiren el d 20(40,1+3,21
ng-mL")y mantenerse hasta el d 25(39,7+2,49 ng-mL"); sin embargo,
apartirdel d 30(60,2+9,04 ng-mL™") el incremento de la progesterona
fue casi el doble hastael d 35(63,7+2,20 ng-mL™"). Esta particularidad
coincide con el incremento del didametro de la placenta en el d 35,
por lo que presumimos que es el momento en la cual hay aporte de
P4 por parte de esta estructura, lo cual podria marcar el final del de
la denominacién de embrion y pasar a ser considerado feto, como
sucede en otras especies cuando la placenta toma funcionalidad total
y aporta la mayor cantidad de P4 para sostener la gestacion (FIG. 8).
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FIGURA 8. Media y error estandar de los niveles de progesterona en los cinco
momentos de monitoreo del experimento (dias 15, 20, 25, 30 y 35). ab=letras
diferentes indican diferencia significativa entre momentos de valoracion
de la gestacion. P<0,05

CONCLUSIONES

Enla cobaya lasimplantaciones se producen con mayor frecuencia
en el cuerno derecho; Ademas, dentro de un mismo cuerno uterinos las
posiciones con mas frecuencia de implantaciones son las caudales y
las mediales(derecho e izquierdo). El embrion en los primeros 20 dias
de vida tiene un desarrollo lentoy a partir de este momento cuando la
placentallega a tener funcionalidad total, el desarrollo del embrion es
mas rapido favorecido por altos niveles de progesterona en sangre.
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