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RESUMEN
En el presente estudio, se investigd como los fitoestrogenos presentes en la dieta afectan
los niveles de estrogeno en cuyes, los resultados expusieron datos interesantes a través de
dos tratamientos y un testigo de fitoestrogenos en el balanceado de cuyes, se concluy6
que los fitoestrogenos no causan una disminucion significativa en los niveles de estrogeno
en estos pequefios roedores. Los fitoestrdgenos son compuestos naturales presentes en
ciertos alimentos vegetales, y se ha especulado que podrian afectar los niveles hormonales
en animales. Sin embargo, este estudio especifico, desafia esa creencia. Se evaluaron
muestras de sangre de cuyes expuestos a diferentes concentraciones de fitoestrogenos y
se midieron sus niveles de estrégeno, dando como resultado no significancia en el uso de
dietas exclusivas de alfalfa (T1) y alimentacion exclusiva de balanceado (T2), sin
embargo, si existid significancia en el uso de alimentacion mixta (T3). Los resultados
sugieren que, si bien hubo algunas diferencias en el tamafio de los foliculos secundarios
entre los tratamientos, no hubo diferencias estadisticamente significativas en otros
parametros analizados, como el tamafio de los foliculos primordiales y 6vulos, ni en la
correlacion entre el nimero de dvulos y los niveles de estradiol en sangre. Esto tiene
implicaciones importantes para la cria y manejo de estos animales, especialmente en

entornos donde se utilizan alimentos ricos en fitoestrogenos.

Palabras clave

Cobayos; fitoestrogenos; alfalfa; estradiol



ABSTRACT

This study investigated how phytoestrogens present in the diet affect estrogen levels in
guinea pigs. The results presented interesting data on phytoestrogens in the balance of
guinea pigs through two treatments and a control. It was concluded that phytoestrogens
do not cause a significant decrease in estrogen levels in these small rodents.
Phytoestrogens are natural compounds in certain plant foods; it has been speculated that
they could affect animal hormone levels. This specific research, however, challenges that
aforementioned belief. Blood samples from guinea pigs exposed to different
concentrations of phytoestrogens were evaluated, and their estrogen levels were
measured, resulting in no significance in the use of exclusive alfalfa diets (T1) and
exclusive balanced feed (T2). However, there was significance in the use of mixed feeding
(T3). The results suggest that, although there were some differences in the size of
secondary follicles between treatments, there were no statistically significant differences
in other parameters analyzed, such as the size of primordial follicles and eggs, nor in the
correlation between the number of eggs and blood estradiol levels. This has important
implications for the breeding and management of these animals, especially in

environments where foods rich in phytoestrogens are used.

Keywords

Guinea pigs; phytoestrogens; alfalfa; estradiol
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INTRODUCCION

La presencia de fitoestrogenos, compuestos quimicos naturales en ciertos alimentos
vegetales, ha generado interés en el &mbito de la produccion animal debido a su potencial
impacto en la salud reproductiva. Estos fitoestrogenos pueden actuar como agonistas o
antagonistas de los receptores estrogénicos, influyendo en diversos aspectos fisioldgicos.
La incertidumbre sobre como estos compuestos afectan la reproduccion de los cuyes y la
falta de investigaciones especificas sobre la influencia de los fitoestrégenos sobre la

ovulacion de estos roedores, es la base de la presente investigacion.

El estudio se centrd en analizar muestras de sangre de cuyes expuestos a diferentes
concentraciones de fitoestrogenos, ademas de determinar caracteristicas de los foliculos

ovaricos y cuerpo lateo.

Los resultados obtenidos, determinan que no existe una relacion significativa entre el uso
de fitoestrdgenos y los niveles hormonales relacionados con la ovulacion, es decir, que
estos compuestos no afectan directamente la funcion ovarica en los cuyes. Ademas, se
pudo determinar que existe una correlacion positiva entre el uso de fitoestrogenos vy el

aumento en el numero de foliculos secundarios en los ovarios de los cuyes.
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FUNDAMENTO TEORICO

La dieta de los cobayos tradicionalmente ha estado conformada por forrajes basados en
alfalfa (Ortiz et al., 2021). En Ecuador la dieta principal empleada en la crianza de cobayos
segun manifiesta Chavez y Avilés (2022) esta conformada por forraje compuesto
mayoritariamente por Alfalfa (Medicago Sativa), rye grass anual (Lolium multiflorum) y
rye grass perenne (Lolium perenne) o rastrojo de maiz (Zea mays), aungque en algunos
casos la dieta se basa en alimentacion suplementaria a base de concentrado o subproductos
de cereales. La alfalfa es utilizada mundialmente en la alimentacion del ganado debido a
que es una fuente de nutrientes muy completa que contiene vitaminas, minerales, enzimas
y fibras. En particular la alimentacién de cobayos alimentados con alfalfa y balanceado
comercial muestra mejores resultados numéricos en cuanto a ganancia de peso vivo en
relacion con otros tratamientos (Cjanahuire et al., 2023).

No obstante, en numerosos estudios que abordan el empleo de alimentos de origen vegetal
se revela que estos constituyen una fuente rica en fitoestrogenos; y cuando los
fitoestrogenos son ingeridos pueden actuar como moduladores selectivos de los receptores
estrogenicos y ejercer como disruptores endocrinos, de modo agonista 0 antagonista, en
dependencia de las dosis ingeridas (Di Gioia & Petropoulos, 2019) lo que en opinién de
varios autores sugiere interfieren en los procesos de sintesis, secrecion, transporte y
metabolismo de las hormonas reproductivas, tanto en el desarrollo embrionario como en

la vida adulta (Morales Ramirez et al., 2022).
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Fitoestrogenos

Los fitoestrogenos son compuestos poli fendlicos no esteroides originados por el
metabolismo de las plantas, poseen una estructura conformacional semejante al 17-p
estradiol (Morales Ramirez et al., 2022). Estudios referentes a los efectos del consumo de
fitoestrdgenos en animales sugieren que la ingestion de los mismos puede provocar
alteraciones reproductivas en ambos sexos, adem&s de sindromes temporales de
infertilidad (Cardenal et al., 2019; Pefia-Corona et al., 2022). No obstante, estudios se
contraponen y muestran evidencia que los fitoestrogenos favorecen la reproduccion de
los animales al incrementar la concentracion, motilidad y volumen espermatico necesario

para la fertilizacion (Dominguez et al., 2014; Yousef et al., 2004).

Alfalfa

La alfalfa (Medicago sativa L.) es una leguminosa cultivada en todo el mundo con
propdsitos alimenticios fundamentalmente del ganado lechero, aungue igualmente es
utilizada como alimento de otros animales como: ganado de carne, caballos, ovejas y
cabras, entre otros; también los humanos pueden consumir los brotes de alfalfa en forma
de ensalada. Se siembra principalmente como monocultivo a finales de otofio e invierno
debido a que no crece en condiciones ambientales desfavorables, es cominmente
comercializada en pacas, verde o natural y henificada (Cortés et al., 2016). Esta
leguminosa tiene el valor nutricional (tabla 1) mas alto de los cultivos forrajeros, es
identificada en varios estudios por sus éptimos resultados como parte de la alimentacién
de los cobayos (Hinojosa et al., 2022) posee un alto contenido de fibra digestible y

contenido proteico.
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Tabla 1. Composicién nutricional de la alfalfa (verde o natural o henificada)

Compuesto Verde o Natural Henificada

(%) (%)

Proteina bruta 3.50 16.1
Carbohidrato 8.43 40.55
Fibra 6.88 24.26
Grasa 0.73 2.73
Cenizas 2.47 7.95
Agua 77.99 8.50

Fuente: (Cortés et al., 2016)

En tanto, el analisis bromatoldgico realizado a la alfalfa por Rodriguez (2013) revela los

porcentajes de contenido metabolizable que se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Anélisis Bromatoldgico de la Alfalfa

Material Humedad Proteina Extracto FDN FDA Ceniza CNE
Cruda Etéreo
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Alfalfa 65.3+2.6 22.4+1.45 2.3+0.43 48.1+4.67 355+3.82 9.2+14  22.3+3.88

Fuente: (Rodriguez, 2013)

Estudios alrededor del mundo han reportado que la alfalfa contiene compuestos
bioactivos—fitoquimicos y proteinas con efecto estrogénico, antimicrobiano y
antioxidante y también como protector contra enfermedades cardiovasculares, cancer y
diabetes, entre otras, lo que permite clasificarla como un potencial alimento funcional
(Chavan et al., 2015), es decir que no solo cumple con una funcion nutricional sino que
tiene efectos beneficiosos para la salud reduciendo el riesgo a padecer de ciertas

enfermedades.
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Varias investigaciones sefialan que la planta sana de alfalfa contiene pequefias cantidades
de fitoestrogenos (1-2 mg kg/MS) como el coumestrol. Pero si es afectada por
enfermedades foliares causadas por insectos u hongos como Pseudopeziza medicaginis
forma diversos coumestanos estrogénicos, que dan lugar a concentraciones superiores a
los 100 mg kg/MS, cifra que supera la concentracion minima considerada biolégicamente
activa de 20-50 mg kg/MS (Pérez et al., 2007). Referente a ello segiin menciona Cortés et
al. (2016) que la concentracion de fitoestrogenos presente en el brote de alfalfa alcanza
los 441.4ug9/100 g y revela que factores como la edad de la planta y la humedad
disminuyen las concentraciones de coumestrol; en tanto que la temperatura o la cantidad
de fertilizantes la aumentan (Cortés et al., 2016). En referencia el estudio realizado por
Ramirez (2018) sefiala que en el brote de alfalfa el contenido de fitoestrogenos como la
Formonoteina asciende a 46.8 mg/kg de materia seca (MS) y de Biochanina-A 3.4mg/kg
mientras que no se detectan la Daidzaina ni Genisteina. En criterio de Cardenal et al.
(2019) el fitoestrogeno que se encuentra en mayor cantidad en la alfalfa es el coumestrol
el cual puede llegar a ser de 30 a 100 veces mas potente que otros fitoestrogenos como las
isoflavonas, este autor refiere que estos valores podrian causar una disminucion de la tasa

de ovulacion y por ende disminucién en la tasa de parto.

Fisiologia reproductiva de las cobayas

Las cobayas son reproductoras no estacionales y ovulan espontaneamente. Alcanzan la
pubertad entre los 55 y 70 dias de nacidas, sin embargo, no es tan tempranamente que se
encuentran en un desarrollo fisico y fisiologico adecuado para ser madre Atau (2020). Al
respecto Atau (2020) también menciona que los retrasos en el desarrollo y el apareamiento
prematuro dan como resultado crias pequerias, atrofiadas y propensas a enfermedades. La

duracion del periodo de gestacion es en promedio de 68 dias (59-72
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dias) (Shomer et al., 2015). Segun argumentan Aranibar y Echevarria (2014) el tamafo de
la camada esta determinado por el nimero de ovulaciones, la tasa de évulos no fecundados
y la tasa de mortalidad embrionaria. Mientras que Cedillo y Quizhpi (2017) asocian las
variaciones al grupo genético y revelan que en especies nativas locales (Azuay y Cafiar)
la camada es de 2.4 + 0.22 crias mientras que en hembras de raza Per es de 3.4 £ 0.32.
La duracion de la gestacion permite varios partos por afio con mas de una cria por parto
(Reyes-Sanchez et al., 2018) siendo estas las razones que permiten apoyar que las cobayas
se identifican como una especie de ciclos reproductivos cortos, precoz y prolifica.

El ciclo estral en las cobayas tiene una duracion promedio de 16 dias (13-22 dias)
(Fernandez et al., 2022; Shomer et al., 2015) que se dividen en 4 etapas: Proestro, Estro o
Celo, Metaestro y Diestro. La duracion de las etapas del ciclo estral ha sido documentada

por varios autores Usca et al. (2022) resume la duracién de cada etapa tal como se muestra

en la tabla 3.

Tabla 3. Fases del ciclo Estral en Cobayas

No. Fase Duracion
1) 2 (3)

1 Proestro 13,9h 13-14 h 1-1,5 dias
2 Estro o Celo 8.3h 7.9h 8-24 h
3. Metaestro 20.4 h 20-21h 1-1.5 dias
4 Diestro 14.7 dias 14-16 dias 13-15 dias

Observaciones de la duracion de las fases del ciclo estral; en cobayas
segln diferentes autores(1)(Usca et al., 2022); (2)(DRA-Junin, 2004) (3)
(Aranibar & Echevarria C., 2014)

Fuente :(Usca et al., 2022)

El proestro es la etapa de preparacion del celo. Este periodo de crecimiento folicular se

inicia con la regresion del cuerpo lateo y culmina con la aparicion del estro.
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En esta fase el sistema reproductor femenino se prepara para liberar 6vulos maduros de
los ovarios y es observable la congestion de los genitales externos con secreciones serosas,
la hormona relacionada con este periodo es la FSH (Atau, 2020). El estro se caracteriza
por la receptividad sexual y culmina con la ovulacion. En esta fase es observable la
presencia de moco procedente de la vagina. Un rasgo caracteristico de esta especie es que
el estro ocurre inmediatamente después del nacimiento, aproximadamente

2 a 3 horas (Atau, 2020). La ovulacion se produce 10 horas después del inicio del celo.
Durante esta etapa segin manifiestan Atau (2020) y Rivas (2022) se liberan de 1 a 6 6vulos
que pueden sobrevivir unas 15 horasy refieren ademas la existencia de ovulacion
posparto que se produce de 2 a 3 horas posteriores; en referencia y en particular para las
razas Per( y Andina, Aranibar y Echevarria (2014) acotan que la tasa de ovulacion es de
2,8+ 0,9y 3,6 £0,9 respectivamente; la hormona asociada a esta fase es la LH. Durante
el metaestro las cobayas han superado el estado de celo y no permiten que los machos las
cubran, se caracteriza por la presencia de células epiteliales y leucocitos. En este periodo
ocurre el desarrollo inicial del cuerpo luteo que comienza al final del estro y que esta
relacionado con la hormona progesterona (Atau, 2020).

En la etapa de Diestro es el periodo de actividad del cuerpo luteo maduro que comienza
después de la ovulacion y finaliza con la lutelosis. Esta es la etapa més larga del ciclo, en
la que el cuerpo luteo estd completamente desarrollado con predominio de leucocitos y
dura 14,7 dias. Las hormonas presentes en esta fase son la progesterona y el estrégeno

(Atau, 2020).
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realizo en la granja “La Travesia” localizada en la
parroquia Quingeo del Canton Cuenca, provincia Azuay, Ecuador. Azuay esta ubicado
entre la latitud: 2° 53” 57" sur y longitud 79° 00° 55" oeste; a una altitud aproximada de
2.560 metros encima del nivel de mar, con una temperatura que oscila entre 7 a 15 °C en
invierno y 12 a 25 °C en verano. La parroquia Quingeo se ubica geograficamente a una

altura de 2.640 metros sobre el nivel del mar y cuenta con un clima templado andino de

16,3 °C de temperaturas anuales en promedio.

Figura 1. Mapa satelital, ubicacién geografica Granja “La Travesia”, Parroquia

Quingeo, Canton Cuenca. Tomado de Google Earth (2024).

La investigacion sigue un disefio de tipo experimental por tanto el tipo de estudio es
explicativo, persigue determinar correlaciones entre las variables dependientes e
independientes. Este tipo de disefio se fundamenta en el enfoque cuantitativo y en el

paradigma deductivo.
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Pretende evaluar el efecto de los fitoestrogenos presentes en la alfalfa sobre los niveles
estrogenicos en sangre, cantidad de foliculos, reconocimiento de foliculos primordiales,
primarios, secundarios, cuerpos luteos, 6vulos y tamafio de foliculos, cuerpos lGteos y
ovulos de las cobayas durante el ciclo estral.

Las variables independientes a medir y su aplicacion estan sujetas al disefio concebido
con antelacion por el investigador. En el desarrollo del experimento, la investigacion se
centra en la validez, confiabilidad, el rigor y el control de la situacion de investigacion.
Las variables independientes de la investigacion se conformaron con tres tratamientos:
T1 con balanceado libre de alfarina y alfalfa, T2 con forraje de alfalfa en prefloracion y
T3 con alimentacién mixta a base de balanceado maés alfalfa. Mientras que las variables

dependientes a medir por el estudio seran:

. Cantidad de foliculos

. Tamafio de foliculos

. Reconocimiento de foliculos y cuerpo luteo
. Niveles en sangre de Estradiol (E2)

. Cantidad de Ovulos

El disefio experimental del estudio emplea la técnica de la estadistica descriptiva Disefio
de Bloques Completo al Azar (DBCA) por su gran aplicabilidad en la investigacion
agrondmica para reducir el error experimental eliminando la contribucién de las fuentes
de wvariacion conocidas sobre las unidades experimentales basandose en la
descomposicion de la varianza total, en la varianza de los tratamientos y la del error.

Este disefio, permite dividir la muestra en bloques y luego asignar aleatoriamente los
tratamientos a cada bloque. Esto asegura que los efectos de los tratamientos se puedan
evaluar de manera mas precisa y que cualquier variabilidad en los datos se deba

principalmente a los tratamientos y no a otros factores, lo cual permite reducir sesgos y
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controlar factores no controlables en un experimento, por lo tanto, una evaluacion mas
precisa de los efectos de los tratamientos.

La tabla 4 resume las formulas empleadas para el calculo de los valores de DBCA. Se
emplea nivel de significancia p =0.05. El periodo de experimentacion, tabulacion y

analisis de datos tuvo lugar entre los meses de noviembre y diciembre del 2023

Tabla 4. Disefio de bloques completamente al azar (DBCA)

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado medio F
variacion cuadrados libertad
Tratamientos SCrrat k-1 SCrrat CM et
CM o= F =
frat k - 1 CMError
Bloques SChiog r-1 SChioq CMBioq
CMBgiog-——— F =
Blog r— 1 CMError
Error SCrrror (k-l) (r-l) SCEiror
CME]TOF—
(k—D@r-1
Total SCrotal N-1

Ademas, se calcul6 el Coeficiente de Variacidon (CV) para establecer la confiabilidad de
los datos identificando si el promedio dentro del conjunto de datos presenta homogeneidad
0 heterogeneidad, es decir si es representativo o no dentro del conjunto de datos. Se
considera para valores de CVV<=30% el promedio es representativo del conjunto de datos
es decir el CV es homogéneo y para CV>30% el promedio no es representativo del
conjunto de datos por tanto el CV es heterogéneo.

El céalculo de DBCA emple6 como fuente de variacion los tres tratamientos y como
factores la cantidad (hasta 5) y tamafio de foliculos (primordiales, primarios, secundarios)

y 6vulos. Los datos fueron tabulados en Excel y mediante su herramienta de Analisis de



20

Datos se calcul6 el estadistico ANOVA: Dos factores sin replicacion, mientras que para

el céalculo del coeficiente de variacion se emple6 la férmula:

=lq9

o = desviacion estandar poblacional

u = media de la poblacion

Mediante el empleo de la herramienta IBM SPSS Statistic 24 se realizo el anélisis de la
Correlacion r de Pearson entre la cantidad de dvulos detectados y el nivel de estradiol en
sangre por tipo de tratamiento con el objetivo de evaluar la fuerza y la direccion de la
relacién entre estas variables, se considerd una significancia de P < 0.05, clasificando la
correlacion como fuerte cuando (r > 0.75), moderada (0.40 < r < 0.74) o baja (r < 0.39).
La poblacion de estudio estuvo conformada por 30 cobayas hembras de primer parto,
divididas en 3 grupos o tratamientos de 10 cobayas cada uno. Cada cobaya fue

considerada como una unidad experimental.

Etapas de desarrollo del experimento
Etapa 1: Recepcion
~ Separacién de cobayas hembras luego del primer parto.
- Adecuacion del espacio de confinamiento de los treinta animales, distribuidos en 3
jaulas con 10 animales cada una.
- Determinacion del periodo de 21 dias para el suministro de las dietas o
tratamientos: T1 con balanceado libre de alfarina y alfalfa, T2 con forraje de
alfalfa en prefloracion y T3 con alimentacion mixta a base de balanceado méas

alfalfa.
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Célculo de la cantidad de alimentos a proporcionar por unidad experimental, se
calculara en base al peso de los animales; considerando que los cobayos consumen
materia seca en funcién al peso vivo, este serd el parametro que se usara para
calcular la materia seca. Se usara del 10 a 12% del peso vivo, segun el peso de las
cobayas seleccionadas para el estudio.

Las pruebas histoldgicas se realizaran a los 21 dias del ciclo estral.

Los resultados de histologia registraran el numero de foliculos primordiales,
primarios, secundarios, cuerpos luteos y cantidad 6vulos. Se determina registrar
el tamafio de hasta 5 foliculos por tipos, cuerpos luteos y 6vulos por unidad
experimental. En caso de encontrar menos solo se registran los encontrados.

La mortalidad constituye una amenaza real de la validez interna del experimento

se determina por el investigador registrar las cobayas faltantes como mortandad.

Etapa 2: Investigacién

v

v

Se toman muestras de sangre por venopuncion en tubos de vacio que contengan
anticoagulantes (EDTA) de la vena yugular de las cobayas hembras participantes
del estudio post suplementacion con fitoestrogenos con el propésito de identificar
mediante la técnica de inmunoensayo enzimatico la presencia de estrogeno. La
concentracion de esta hormona(estrégeno) se determinara mediante el empleo de
un espectro fotocolorimetro y los resultados de la presencia de la hormona en el
suero obtenido se reportara mediante la unidad de medida pg/ml.

Mediante faenamiento con cada una de las muestras obtenidas se realizaran cortes
histologicos para determinar la cantidad de foliculos, se reconoceran los foliculos
primordiales, primarios, secundarios, cuerpos luteos y 6vulos presentes en cada
unidad experimental; se tomaran las medidas(tamafio) por cada unidad

experimental de hasta 5 foliculos primordiales, primarios, secundarios y évulos.
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Etapa 3: Resultados

v

Los resultados de las pruebas histolégicas serén tabulados en la herramienta de
andlisis de datos Excel y en la herramienta IBM SPSS Statistic 24.

Se aplicarén a los datos obtenidos las técnicas de la estadistica Disefio de Blogques
Completo al Azar (DBCA), Coeficiente de variacion (CV) y Correlaciéon “r” de
Pearson.

Se analizarén e interpretaran los resultados estadisticos obtenidos y compararan
con otros recogidos en bibliografias afines al objeto de estudio.  Se espera
comprobar los efectos negativos que tiene el uso de fitoestrogenos presentes en la
alfalfa en prefloracion de la dieta administrada a cobayas (T2), sobre los niveles
estrogénicos, cantidad de foliculos, tamafio de foliculos, 6vulos, frente a los

restantes tratamientos.

RESULTADOS

En la tabla 5 se resumen los resultados de histologia obtenidos a los 21 dias del ciclo

estral.

Tabla 5. Resumen de Resultados

Cobaya  No. Foliculos No. No. Foliculos No. Cantidad Nivel
Primordiales Foliculos Secundarios Cuerpos  de Ovulos  Estradiol

Primarios Luteos pa/ml
T1A 24 5 19 2 5 12.8
T1B 87 3 13 2 12 13.8
T1C 64 2 8 3 3 17.1
T2A 168 5 16 1 4 13.7
T2B 59 2 14 0 3 13.8
T2C 142 5 11 1 3 12.9
T3A 17 2 12 2 5 154
T3B 122 1 16 0 1 147
T3C 59 2 11 2 4 15.6
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El recuento de los foliculos independientemente del tipo de tratamiento estuvo
representado por 82.44 + 48.97 de foliculos primordiales, 3 £ 1.49 foliculos primarios,

13.33 £ 3.12 foliculos secundarios, 1.44 £ 0.95 cuerpos luteos y 4.44 + 2.91 évulos.

La tabla 6 muestra el resultado del DBCA por tratamientos y tamafios de Foliculos
Primordiales. EIl resultado del P-valor (2.01) calculado permite afirmar se acepta la
hipotesis nula (P-valor > 0.05) y se concluye que no existe diferencia estadistica suficiente
entre el efecto de los tratamientos y el tamafio de los foliculos primordiales. El valor del
coeficiente de variacion (CV<30) indica que el promedio de los datos es representativo
del conjunto de datos por tanto es Homogéneo y aporta confiabilidad. EI tamafio promedio

de todas las mediciones de los foliculos primordiales fue de 15.84pum.

Tabla 6. ANOVA Tratamientos y Tamafios de Foliculos Primordiales

Grados Valor Coef.
Fuente de Suma de de Cuadrado critico Variacién
Variacion cuadrados libertad medio F P-valor para F
Tratamientos ~ 793.22 9.00 88.14 19.79 201 2.15 14.85%
Tamafio
Foliculos 47.49 4.00 11.87 2.67 0.05 2.63
Error 160.30 36.00 4.45
Total 1001.00 49.00

El P-valor (0.01) calculado en la tabla 7 como resultado del DBCA de los tratamientos y
el tamafio de los foliculos primarios permite afirmar se rechaza la hipétesis nula (P-valor
< 0.05) lo que indica existe diferencia estadistica significativa entre los tratamientos y el
tamafo de los foliculos primarios. Sin embargo, el valor del coeficiente de variacion
indica que el promedio no es representativo del conjunto de datos por tanto es
Heterogéneo. El tamafio promedio de todas las mediciones de los foliculos primarios fue

de 23.27um.
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Tabla 7. ANOVA Tratamientos y Tamafios de Foliculos Primarios

Fuente de Suma de Grados  Cuadrado F P-valor Valor Coef.
Variacion cuadrados de medio critico Variacion
libertad para F
Tratamiento 4634.853 8.00 579.3566 3.12 0.01 2.24 83.07%

Tamario 5135.741 4.00 1283.935 2.67 0.0004 2.67
Foliculos
Error 5940.95 32.00 185.6547

Total 15711.54 44.00

El resultado del analisis del DBCA expuesto en la tabla 8 permite afirmar a partir de
considerar el P-valor (0.001) calculado que se rechaza la hip6tesis nula (P-valor < 0.05)
lo que indica existe diferencia estadistica significativa entre los tratamientos y el tamafio
de los foliculos secundarios. El valor del coeficiente de variacion indica que el promedio
es representativo del conjunto de datos por tanto es Homogéneo. El tamafio promedio de

todas las mediciones de los foliculos secundarios fue de 119.51um.

Tabla 8. ANOVA Tratamientos y Tamafios de Foliculos Secundarios

Fuente de Suma de Grados Cuadrado F P-valor Valor Coef.
Variaciéon cuadrados de medio critico Variacién
libertad para F

Tratamiento 10424.98 8.00 1303.12 4.48 0.001 2.24 18.09%
Tamarfo 1300.72 4.00 325.18 1.12 0.365 2.67

Foliculos

Error 9305.52 32.00 290.80

Total 21031.22 44.00

El resultado del DBCA para los Tratamientos y el tamafio de los 6vulos (tabla 9) permite
aceptar la hipotesis nula (P-valor > 0.05) por tanto no existe diferencia estadistica

significativa entre los tratamientos y la cantidad de 6vulos.
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El valor del coeficiente de variacion indica que el promedio no es representativo del
conjunto de datos por tanto es Heterogéneo, El tamafio promedio de todas las mediciones

de los dvulos fue de 32.7um.

Tabla 9. ANOVA Tratamientos la Cantidad de Ovulos

Grados Valor Coef.
Fuente de Suma de de Cuadrado critico Variacion
Variacion cuadrados libertad medio F P-valor para F
Tratamiento 41535 8.00 519.187 200  0.08 2.24 66.14%
Tamafo
Foliculos 7812.01 4.00 1953 7.54 0.0002 2.67
Error 8285.4 2.00 258.919
Total 20250.9 44.00

Los resultados de las cantidades de 6vulos identificadas con los niveles de estradiol
obtenidos en el laboratorio se muestran en la tabla 10, en el caso del T1 el coeficiente de
correlacion “r” de Pearson es de -.491, lo que sugiere existe una correlacion
inversa(negativa) y moderada. Sin embargo, el valor de la significacion bilateral es 0.674
que supera al 0.05 requerido para validar la correlacion entre las variables cantidad de
6vulos y nivel de estradiol. Lo anterior permite concluir la no existencia de correlacion
entre las cantidades de dvulos identificados y el nivel de estradiol medido para los cobayas

que recibieron el T1.

Tabla 10. Correlacion de T1 con las variables Cantidad de Ovulos y Nivel de Estradiol

Ovulos NivelEstradi

ol

Ovulos Correlacién de Pearson 1 -,491
Sig. (bilateral) 674
N 3 3
NivelEstradi Correlacién de Pearson -,491 1
ol Sig. (bilateral) ,674

N 3 3
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En la tabla 11 se presentan los resultados asociados al T2 donde el coeficiente de
correlacion “r” de Pearson calculado es de -.410, lo que apunta a la existencia de una
correlacion directa(positiva) y moderada. Sin embargo, el valor de la significacion
bilateral es 0.731 que supera al 0.05 requerido para validar la correlacion entre las
variables cantidad de 6vulos y nivel de estradiol. Es posible afirmar a partir de los datos
la no existencia de correlacion entre las cantidades de 6vulos identificados y el nivel de

estradiol medido para los cobayas que recibieron el T2.

Tabla 11. Correlacion de T2 con las variables Cantidad de Ovulos y Nivel de Estradiol

Ovulos NivelEstradi
ol

Ovulos Correlacion de Pearson 1 ,410
Sig. (bilateral) 731
N 3 3
NivelEstradi Correlacion de Pearson 410 1
ol Sig. (bilateral) 731
N 3 3

La tabla 12 exhibe los resultados asociados al T3 donde el coeficiente de correlacién “r”
de Pearson calculado es de .898, lo que apunta a la existencia de una correlacion
directa(positiva) y muy fuerte. No obstante, el valor de la significacion bilateral es .290
por tanto superior al 0.05 requerido para aceptar la existencia de correlacion entre las

variables cantidad de 6vulos y nivel de estradiol.
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Tabla 12. Correlacion de T3 con las variables Cantidad de Ovulos y Nivel de Estradiol

Ovulos NivelEstradi

ol
Ovulos Correlacion de Pearson 1 ,898
Sig. (bilateral) ,290
N 3 3
NivelEstradi Correlacidon de Pearson ,898 1
ol Sig. (bilateral) ,290
N 3 3

En resumen, solo es posible afirmar que el tamafio de los foliculos secundarios evidencid
diferencias estadisticamente significativas entre al menos un tratamiento y otro. No se
evidencio la existencia de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos y
el tamafio de los foliculos primordiales y 6vulos; y aunque en el caso del tamafio de los
foliculos primarios si existio diferencia estadistica significativa el coeficiente de variacion
indicd que el promedio no era significativo dentro del conjunto de datos. De igual forma
no se pudo confirmar la correlacion del niamero de 6vulos y el nivel de estradiol en sangre

para ninguno de los tres tratamientos.

GRAFICOS
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Gréfico 1. Correlacion de resultados por tratamiento aplicado en las unidades

experimentales.
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DISCUSION

El uso de cobayos para investigaciones relacionadas con la reproduccion enfrenta como
principal desafio la determinacion exacta del dia de apareamiento y la ovulacion (Garay-
Pefia et al., 2023). El conocimiento del dia 0 de la ovulacién es esencial para poder
identificar el momento adecuado para realizar las pruebas citoldgicas e histolégicas que
aporten suficiente informacion para su analisis e interpretacion. Sin embargo, se reconoce
en varias investigaciones la existencia de un celo posparto (Garay-Pefia et al., 2023; lza,
2020; Morales et al., 2022) y también la ovulacién posparto 2 o 3 horas de haberse
producido este acto fisiologico (Usca et al., 2022). Esta caracteristica result6 de utilidad
para el presente estudio. En relacion Ortegon y Morales (1987) resaltan la extraordinaria
capacidad de los érganos genitales externos de la cobaya hembra de involucionar a su
estado normal después del parto, refiriendo que una hora después del mismo es dificil
identificar una cobaya recién parida del resto.

El recuento folicular total en las cobayas del presente estudio independientemente del
tratamiento estuvo entre 31 y 189. Diversos autores sostienen la existencia de dos oleadas
foliculares durante el ciclo estral de la cobaya (Bland, 1980; Hamilton & Tam, 1990)
donde la primera culmina en atresia entre los dias 9-12 y la segunda termina al final del
ciclo estral con la ovulacion (Hamilton & Tam, 1990) a lo que asocian la variacion
observada en el nimero de foliculos durante el ciclo estral. Al respecto diferentes estudios
admiten la existencia de discrepancias en el numero total de foliculos durante el ciclo
estral, Fernandez et.al. (2022) argumenta que las diferencias se deben principalmente a
los métodos de recuento de foliculos utilizados y al nimero de cortes analizados. En este
sentido, su estudio identificd la no existencia de diferencias significativas entre el nimero
de foliculos durante el ciclo estral en cobayas de diferentes grupos genéticos, mejorado

(45.8 £ 6.6) y nativo (41.9 + 6.3). En tanto, el numero total de foliculos del estudio de
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Hamilton y Tam (1990) oscil6 entre 112 y 300, mientras en el estudio de Labhsetwar y

Diamond (1970) el recuento de foliculos a los 21 dias oscil6 alrededor de 65.

En relacion al tamafio folicular segin mencionan Garry y Foreman (1984) los foliculos
mas grandes de la primera ola alcanzan su mayor didmetro (500-750 um) en los dias 10-
11 del ciclo estral, sin embargo, se vuelven atrésicos debido a que la progesterona esta
elevada y la retroalimentacion negativa induce la supresion de la hormona luteinizante.
Con la desaparicion del cuerpo luteo es posible el desarrollo de la segunda ola folicular
hasta que se produce la ovulacion. Esta segunda ola tiene una duracién de unos 6-7 dias;
en este tiempo ocurre un reclutamiento de pequefios foliculos y una seleccion de 3 a 5
foliculos los méas grandes en el décimo dia. Luego, las concentraciones de progesterona
disminuyen rapidamente después del dia 12 y aumentan los niveles de la hormona
luteinizante entre los 13 y 15 dias, lo que estimula la ovulacion. Finalmente, la ovulacién
ocurre al dia 17 del ciclo que coincide con el final de la segunda ola (Logothetopoulos et
al., 1995). Los resultados de las mediciones del tamafio de los foliculos del presente
estudio difieren de los hallados en el trabajo de Sadeu et al. (2007) que clasificd los
foliculos como primarios a los de 67 um; los foliculos secundarios: pequefios 96 pum,
medianos 136 pum y grandes 188 um; el tamafio de los foliculos ovaricos terciarios era de
231um. No obstante, esta diferencia no puede asociarse al efecto de los tratamientos
aplicados debido a que los resultados estadisticos no fueron concluyentes.

Durante las fases del ciclo estral segin se recoge en la bibliografia consultada existe
interaccion entre las hormonas estrogenos y progesterona, el estrogeno presenta niveles
altos en la fase estro y declina con la ovulacion, mientras que la progesterona domina el
periodo diestro (Wilson et al., 2021). Los resultados del nivel de estradiol del presente
estudio difieren de los presentados por Wisel (1991) quien refiere que la concentracion de

estradiol en el plasma aumentd desde el dia 14 y continu6 aumentando a un nivel
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maximo el dia 16. El nivel de concentracion de estradiol mas bajo se evidencio el dia 12
(44 = 2,05 pg/ml), que fue significativamente menor que (P < 0,001) y la concentracién
de estradiol més alta observada fue el dia 16 durante la fase de estro (85 + 5,05 pg/ml).
Estas observaciones confirmaron resultados de informes previos basados en los cambios
morfologicos del estradiol que validan que la secrecion comienza a aumentar alrededor del
dia 10 después de la ovulacion y alcanza un pico el dia 15 o 16 (Joshi et al., 1973; Joslyn
etal., 1971; Myers et al., 1937).

En relacion a la presencia de alteraciones en la fisiologia reproductiva de los animales por
la ingesta de fitoestrdgenos Morales et al. (2022) acota que esta determinada por 4
factores: la especie vegetal consumida, la temporada del afio en la que se consume, el
metabolismo, edad, raza, especie y sexo de los animales que la consumen y las
condiciones de procesamiento de la fuente de alimento vegetal. Mientras que Pefia-
Corona et al. (2022) resalta la importancia de conocer la concentracion de fitoestrogenos
presente en la dieta animal y menciona que la presencia de fitoestrogenos en la
alimentacion en una proporcion menor al 40% en machos no tiene efectos adversos, sin
embargo en las hembras, se evidencia produce alteraciones hormonales, quistes uterinos
y disminucion del porcentaje de gestacion.

La afirmacion de Pefia-Corona et al. (2022) sobre los efectos adversos del consumo de
fitoestrogenos, se relaciona con otros estudios mencionados en la bibliografia consultada
como lo reportado por Lenis et al. (2010), quienes afirman que el consumo de 20 a 50 mg
de coumestrol por kilogramo de alfalfa son suficientes para inducir manifestaciones
estrogénicas en los animales, al respecto, menciona alteraciones reproductivas como
aumento de peso uterino, disminucién del tamafio ovarico, estros irregulares en hembras

caninas y disminucion de la fertilidad en conejas.
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La revision de Morales Ramirez et al. (2022) encontrd resultados que relacionan la ingesta
de un alto contenido de compuestos fitoestrogénicos en la dieta de hembras bovinas con la
disminucion de la fertilidad, presencia de abortos y quistes ovaricos.

En general los estudios consultados sugieren que el consumo de fitoestrégenos puede tener
efectos significativos en la fisiologia reproductive de los animales domésticos, aunque los
resultados pueden varias dependiendo de la concentracion, tipo de fitoestrogenos, sexo,

especie y raza del animal.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio determinaron que, a pesar de administrar fitoestrogenos en
los tratamientos, no se encontré una relacion significativa entre su uso y los niveles
hormonales relacionados con la ovulacion. Esto sugiere que los fitoestrégenos no afectan
directamente la funcion ovarica en los cuyes.

Por otro lado, se observd una relacion estadisticamente significativa entre el uso de una
alimentacion mixta y los niveles de estrégenos en sangre y ovulacién. Esto podria indicar
que la combinacion de diferentes tipos de alimentos en la dieta influye en la produccién
hormonal en los cuyes.

Asi mismo, con la presente investigacion es posible concluir que los resultados obtenidos
sugieren la existencia de una correlacion positiva entre el uso de fitoestrogenos vy el

aumento en el namero de foliculos secundarios en los ovarios de los cuyes.
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ANEXOS FOTOGRAFICOS

Fotografia 3. Seleccion de unidades experimentales
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Fotografia 4. Alimentacion exclusiva con alfalfa en prefloracion

Fotografia 5. Alimentacion exclusiva con balanceado libre de alfarina
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Fotografia 6. Alimentacion mixta con balanceado libre de alfarina y alfalfa en
prefloracion

Fotografia 7 y 8. Faenamiento y recoleccion de muestras en unidades

experimentales
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