UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANO
HEREDIA

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

NALIEE

“Estudio histomorfométrico de foliculos ovaricos en fetos de lobo
marino fino sudamericano (Arctocephalus australis) subpoblacion Peru
/ norte de Chile”

Tesis para optar el titulo profesional de:
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

Fernando Javier Vilchez Delgado
Bachiller en Medicina Veterinaria y Zootecnia

Lima-Peru
2021



A mi familia por el apoyo,

Al Programa Punta San Juan por la confianza,



AGRADECIMIENTOS

A mis padres por el apoyo brindado en estos afios, gracias a lo cual he podido completar

este trabajo y realizar diversas actividades que de otro modo no hubiera sido posible.

Al Programa Punta San Juan y su directora Susana Céardenas-Alayza por la confianza
puesta en mi, estaré eternamente agradecido con todos los que me permitieron concretar

este trabajo, me guiaron e hicieron creer en la conservacion y la ciencia en el Peru.

A Chicago Zoological Society y Laboratorios Aranda (Interpharma, Per() por el

financiamiento.

A Laura Leticia Escobar por los brillantes aportes que dio durante todo este proyecto y la
compariia en los arduos trabajos de campo. Ademas, al Blgo. Marco Cardefia Mormontoy

y al Mg. Paulo Colchao Claux por todo el apoyo brindado durante los trabajos de campo.

A mi asesora la Dra. Luisa Echevarria Cureé por la orientacion, las largas conversaciones

y sobre todo la paciencia que tuvo conmigo durante todo este camino.

Al laboratorio y a Roy Andrade por sus orientaciones en el procesamiento de muestras

y utilizacion de sus instalaciones para el desarrollo de este proyecto.

A la Dra. Helena Katz por su consejos y experiencia en el trabajo histologico de muestras

de lobos marinos.

A los evaluadores que me brindaron sus correcciones y sugerencias, gracias a las cuales

se pudo concretar una mejor version de este estudio.

A la Unidad de Virologia del Instituto de Medicina Tropical Alexander von Humboldt
por el respaldo recibido para poder culminar con éxito esta tesis.

Al Dr. Javier Mamani, Joaquin Unda, Karime Mateo, Roberto Shen, Allison Rojas,
Bianca Esparza y todos aquellos amigos y voluntarios que hicieron posible la realizacion

y culminacion de esta investigacion.



ABSTRACT

The aim of the study was to perform a histomorphometric evaluation of fetal ovaries of South
American Fur Seals (Arctocephalus australis) of the Peruvian / northern Chile subpopulation. In
this sense, samples of fetal ovaries (n = 08) were collected from four individuals recovered from
enzootic abortion events at Punta San Juan Protected Natural Area (15°22'S, 75°12'W) between
2016 and 2017. Ovaries collected corresponded to fetuses around the second-trimester of
gestational development and were processed following conventional histological methods with
H&E staining. The measurement of follicular sizes and the evaluation of ovarian reserve was
performed considering standardized procedures previously reported in the literature. An average
of 84,002 £ 2 097 pre-antral follicles per fetal ovary was estimated. Of the total number of pre-
antral follicles evaluated, 89.13% corresponded to primordial follicles, 10.35% to transitional
follicles, 0.43% to primary follicles and 0.10% to secondary follicles. The size of each type of
follicle was measured and significant differences (P <0.0001) were determined between each of
them, with the exception of transitional and primary follicles that did not present significant
differences. Furthermore, it was observed that 8.1% of the follicles evaluated showed signs of
degeneration. It is expected that with the information generated from this study, subsequent
evaluations can be developed focusing on follicular dynamics, maintenance of the ovarian

reserve, and the impact on the reproduction of females of the A. australis species.
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue realizar una evaluacion histomorfométrica de ovarios fetales de Lobo
Marino Fino Sudamericano (Arctocephalus australis) de la subpoblacion de Pert/ norte de Chile.
Para ello se utilizaron muestras de ovarios fetales (n= 08) de cuatro individuos colectados a partir
de eventos enzo6ticos de abortos en el Area Natural Protegida Punta San Juan (15°22'S, 75°12'0)
en los afios 2016 y 2017. Las muestras colectadas corresponden a ovarios de fetos del segundo
tercio de desarrollo gestacional aproximadamente y fueron procesadas siguiendo métodos
histol6gicos convencionales con tincion H&E. La medicion de los tamafios foliculares y la
evaluacion de reserva ovarica se llevd a cabo considerando procedimientos previamente
reportados en la literatura. Se estim6 un promedio de 84 002 + 2 097 foliculos pre antrales por
ovario fetal evaluado. Del total de foliculos pre antrales evaluados, el 89,13% correspondié a
foliculos primordiales, el 10,35% a foliculos de transicion, el 0,43% a foliculos primarios y el
0,10% a foliculos secundarios. Se realizd la medicion del tamafio de cada tipo de foliculo y se
determiné diferencias significativas (P<0,0001) entre cada una de ellas con excepcién de los
foliculos de transicion y primarios entre los cuales no hubo diferencias significativas. Ademas, se
observé que 8,1% de los foliculos evaluados presento signos de degeneracion. Se espera que con
la informacidn generada en este estudio se pueda llevar a cabo posteriores evaluaciones sobre la
dinamica folicular, el mantenimiento de la reserva ovarica y el impacto en la reproduccién de

hembras de la especie A. australis.

Palabras claves: pinnipedos, ovario, Arctocephalus australis, reproduccion, foliculos



INTRODUCCION

“Ex Ovo Omnia — Todo procede de un huevo”.
William Harvey, 1651.

El ovario es el 6rgano reproductivo femenino que contiene una amplia cantidad de
gametos rodeados por estructuras celulares que juntas conforman una unidad basica reproductiva
conocida como foliculo (Hyttel et al., 2010). Cada foliculo es generado a partir de un proceso
complejo que se produce durante el periodo fetal (Sawyer et al., 2002; Tingen et al., 2009 ; Smith
et al., 2014). Este proceso conocido como oogénesis representa una de las bases bioldgicas en la
reproduccidn de las especies, ya que genera las células con las que contaran las hembras para su
reproduccién (Grive & Freiman, 2015).

Durante afios, la formacidn, asi como también la composicion, de los tipos de foliculos
en diferentes especies animales ha sido materia de estudio (Gosden & Telfer, 1987; Pepling &
Spradling, 2001; Silva-Santos et al., 2011; Monniaux et al., 2014). En general, el total de foliculos
pre-antrales que son generados en la etapa fetal para ser usados durante la vida sexual adulta de
una hembra lleva el nombre genérico de reserva ovarica (Findlay et al., 2015b; Monniaux et al.,
2014). Esta denominacion hace referencia a una cantidad de reserva de gametos competentes que
permitira la fertilidad y el adecuado proceso reproductivo de las hembras (Findlay et al., 2015a).

Durante la evaluacion de la reserva ovarica en diferentes especies silvestres se ha hecho
hincapié en la necesidad por conocer mas acerca de las diferencias inter-especie que rigen el
correcto establecimiento folicular (Gosden et al., 1987; Walker et al., 2009; Stansfield et al., 2011)
. En ese sentido, es importante conocer la reserva ovérica para el desarrollo de técnicas de
reproduccién asistida y estudios in-vitro e in-vivo que permitirdn generar estrategias de
conservacion de animales en medio silvestre y cautiverio (Domingues et al., 2004; Lopes et al.,
2006c¢; Lopes et al., 2017b;. Santos et al., 2018).

El lobo marino fino o de dos pelos de Per( (Arctocephalus australis) es una especie de
pinnipedo clasificada en peligro de extincion que habita las costas de nuestro pais ; De

Oliveira & Brownell, 2014; SERFOR & WCS, 2018). Las poblaciones de esta especie se



encuentran divididas entre aquellas distribuidas en Perd/ norte de Chile y aquellas que se
extiendes por el litoral sur del continente sudamericano. La subpoblacion distribuida en Per( /
norte de Chile se encuentra principalmente en el sur de Pert teniendo a Isla Mazorca (11°20'S)
como limite norte y aRocas Abtao (23° 05’S) en Chile como limite sur de distribucion (Cérdenas-
Alayza & De Oliveira, 2016). En los ultimos 40 afios, exhaustivos estudios se han desarrollado
para evaluar la ecologia e historia natural de colonias residentes de esta especie en el Area Natural
Protegida Punta San Juan (PSJ) perteneciente a la Reserva Nacional Sistema de Islas, Islotes y
Puntas Guaneras ( Majluf, 1987; Cardenas-Alayza, 2007). Gracias a las bases de datos generadas
por el Programa Punta San Juan (PPSJ) se conoce a detalle las dindmicas poblacionales de esta
colonia y su vulnerabilidad ante eventos extremos como El Nifio Oscilacion Sur (ENSO)
(Cérdenas-Alayza, 2012; De Oliveira, 2011).

En el ENSO de 1997/1998 se observd una disminucion del 72% en las poblaciones de A.
australis peruanas a consecuencia de la inanicion producida por el cambio en la distribucion de
las presas habituales debido a cambios en la productividad primaria por efecto de las altas
temperaturas superficiales del mar (Arias-Schreiber & Rivas, 1998; De Oliveira et al., 2009).
Posterior a este fendmeno, las poblaciones se recuperaron gradualmente en el tiempo con el apoyo
de politicas nacionales y programas de conservacion impulsados por entidades nacionales y
extranjeras ( DS N° 024 -2009-MINAM, 2009; DS N° 004- 2014-MINAGRI, 2014; Gregory,
2015; CITES, 2020; CMS, 2020). No obstante, el riesgo de nuevos eventos ENSO mas frecuentes
y duraderos son una amenaza real para la supervivencia de esta subespecie ( Timmermann et al.,
1999; De Oliveira et al., 2006). En ese sentido, el estudio de la capacidad reproductiva es de
especial interés para los programas de conservacién y futuros estudios (Katz, 2011; Katz et al.,
2013).

La evaluacion de 6rganos reproductivos y la histomorfologia ovarica ha sido escasamente
evaluada en esta especie y poco se conoce acerca de su reserva ovarica (Katz, 2011; Katz &
Johansson, 2017). Algunos estudios sobre la histomorfometria ovérica de esta especie han sido
realizados con muestras de cachorras de cero a diecisiete meses de edad de poblaciones uruguayas

de A. australis (Katz & Johansson, 2013). En adicion a ello, Katz y colaboradores realizaron una
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revision de las estructuras foliculares de cachorras y hembras pre-puberes (0 — 18 meses de edad),
donde reconocieron la presencia de diferentes estructuras tipicas de otaridos (Katz et al., 2009;
Katz & Johansson, 2013). En ese sentido, se detall6 la presencia de un sistema de criptas
subcapsulares, las cuales son proyecciones invaginantes del epitelio germinal que atraviesan la
thnica albuginea y abarcan grandes regiones de la corteza ovérica (zona parenchymatosa) (Katz
et al., 2009).

La funcion de las criptas subcapsulares es aln poco conocida, algunos autores apuntan
que estas cumplen un rol fundamental en la esteroidogenesis y la produccion de células
intersticiales (Malling et al., 1998). Ademas, se reportdé una amplia cantidad de células
intersticiales (endocrinocytus interstitialis) distribuidas en la corteza ovarica, representando el
hallazgo histol6gico mas caracteristico para la especie A. australis (Katz et al., 2009). Otras
caracteristicas importantes como la presencia de foliculos primordiales debajo de la tunica
albuginea y en estrecha asociacion con las criptas subcapsulares también fue reportado (Katz et
al., 2009).Ademas, se observaron diferencias importantes en los tamafios foliculares entre los
diferentes tipos establecidos en el estudio (Katz & Johansson, 2013). En adicidn, se report6 una
tendencia en la disposicién de los foliculos méas desarrollados hacia la zona de la médula ovarica
(zona vasculosa) (Katz & Johansson, 2013).

En Perd, hasta el momento se cuenta con una Unica descripcion histologica de ovarios y
tracto reproductivo de una hembra adulta de la especie A. australis (Vilchez et al., 2017). En ese
trabajo se corrobord la presencia del sistema de criptas subcapsulares y la asociacion con foliculos
primordiales. Sin embargo, se observé una disminucién aparente en la cantidad de foliculos
primordiales a comparacion de los trabajos reportados con cachorras en Uruguay. Ademas, se
detallé la presencia de zonas altamente vascularizadas en la médula ovérica y presencia de
cuerpos albicans (Vilchez et al., 2017). Es relevante sefialar que en ninguno de estos trabajos se
realizo la cuantificacion del nimero estimado de foliculos ovaricos.

Algunas metodologias se han disefiado con esa finalidad, Gougeon y Chainy (1987)
reportaron la adicion de un factor de correccion para estimar un total aproximado del nimero de

foliculos presentes en un ovario mediante técnicas histologicas convencionales. Este método
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considera factores como tamarfio de nucleo de los oocitos, cantidad de laminas evaluadas y la
intercalacion empleada en el montaje de las mismas para optimizar la aproximacion de los
conteos. Diversos estudios han utilizado esta metodologia para realizar estimaciones de
poblaciones de foliculos pre-antrales o reserva ovarica en diferentes especies de animales
domésticos y silvestres (Almeida et al., 2012; Carrijo et al., 2010; Silva-Santos et al., 2011;
Lunardon et al., 2015; Lopes et al., 2017b; Santos et al., 2018). Debido a ello, la comparacién
entre las distintas especies es posible y resulta fundamental para estudios de desarrollo
embrionario y fertilidad (Guillette & Moore, 2006; Geber et al., 2012).

Uno de los problemas que afronta la especie A. australis en el Peru es la incidencia de
abortos durante los meses de julio y agosto de cada afio (Vilchez et al., 2016). Un estudio realizado
por el PPSJ demostrd tasas de aborto de hasta un 25% en playas reproductivas (Vilchez et al.,
2018). Hasta el momento no ha sido identificada la causa de estos abortos; sin embargo, entre
2016 y 2017 se consiguid la documentacion y colecta de muestras fetales para realizar estudios al
respecto. En el presente estudio se trabajé con muestras de ovarios fetales recolectadas durante
ese periodo que correspondieron al segundo tercio del desarrollo gestacional, periodo en el cual
ya ha ocurrido el rompimiento de cuerdas oovigeras y ha sido establecida la reserva ovarica en,
al menos, otras especies (Monniaux et al., 2014; Hummitzsch et al., 2019). Debido a ello, en el
presente estudio se busca describir las caracteristicas histomorfométricas y determinar la reserva
de foliculos ovaricos de fetos obtenidos de eventos enzodticos de abortos en PSJ. Para ello, se
hizo la evaluacion, clasificacién y cuantificacion de foliculos ovaricos pre antrales presentes en
cada muestra. Se espera que este estudio pueda brindar mayor informacion sobre aspectos
reproductivos de la especie A. australis y pueda servir de base comparativa para el estudio con

ovarios en otros grupos etarios.



MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de Estudio

La colecta de muestras se llevo a cabo durante los meses de julio y agosto de 2016
y 2017 dentro del Area Natural Protegida Punta San Juan (PSJ) (15°22'S, 75°12'0),
perteneciente a la Reserva Nacional Sistema de Islas, Islotes y Puntas Guanera
(RNSIIPG). Para el trabajo de campo se cont6 con la autorizacion del Servicio Nacional
de Areas Naturales Protegidas por el Estado (SERNANP) (RJ-008-2015-SERNANP-
RNSIIPG/ RJ-019-2016-SERNANP-RNSIIPG) y la aprobacion del protocolo de colecta
por parte del Comité Institucional de Etica para el Uso de Animales (CIEA) de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH /DUICT Constancia 05-06-17, Cadigo
SIDISI 101189). Las muestras obtenidas fueron posteriormente almacenadas en el
Laboratorio de Vida Silvestre y procesadas el Laboratorio de Histopatologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano

Heredia (UPCH).

2. Disefio de Estudio

El estudio correspondid a una investiga cion descriptiva, con la implementacion,
adaptacion y estandarizacion de métodos validados por otros autores para el estudio
cuantitativo de foliculos ovéaricos (Gougeon & Chainy, 1987). Las muestras fueron
obtenidas mediante un estudio de tipo transversal durante semanas pico de episodios
enzodticos de abortos de la especie A. australis en PSJ. La colecta fue realizada por
conveniencia en condiciones de campo de manera aleatoria en diferentes playas
reproductivas de A. australis dentro de PSJ. En ese sentido, se desarroll6 una metodologia
de campo para limitar la exposicion y el estrés a las colonias reproductivas de A. australis

(Anexo 1).



3. Consideraciones Eticas

El uso de las muestras colectadas para el estudio histomorfol6gico de ovarios
fetales fue evaluado y aprobado por el CIEA-UPCH (UPCH /DUICT Constancia 060-07-
19, Cddigo SIDISI 104356). Los fetos analizados fueron parte de eventos enzo6ticos de

abortos y no existié manipulacion de animales para esta etapa del estudio.

4. Fases del Estudio

4.1.

4.2.

Colecta y Conservacion de Muestras

Los ovarios (n = 08) fueron colectados mediante procedimientos de necropsia
realizados en PSJ en fetos frescos (<12 horas desde producido el aborto). Se utilizaron
para ello cuatro fetos (dos de 2016 y dos de 2017). Para la determinacién del periodo de
gestacion correspondiente a los fetos se considerd el mes de febrero como el inicio
sincrénico de la gestacion verdadera después de 3 meses de diapausa (Katz, 2011) y el
mes de noviembre como el mes en que ocurren casi todos los partos de la especie A.
australis en Punta San Juan (Majluf, 1992) (Véase Figura 3). Se extrajeron los ovarios
fetales, tanto izquierdo como derecho, y fueron pesados utilizando una balanza digital
gramera Valdox® BRD10 de 5 kg (ABACCO, Tokio, Japdn). Ademas, se realizd la
medicion con ayuda de un vernier-caliper electronico Dirtygal 150 mm (Phoenix, PL,
EE.UU.) y regla de 20 cm. Las muestras fueron colocadas individualmente en frascos de
plastico conteniendo formol al 10%. Las muestras de 2016 fueron fijadas por un periodo
méaximo de 24-48 horas y posteriormente fueron cambiadas a etanol al 70°. Las muestras
de 2017 fueron fijadas en formol por un periodo de seis meses y después cambiadas a
etanol de 70°. Todas las muestras permanecieron almacenadas a temperatura ambiente
hasta enero de 2018, cuando fueron incrustadas en blogues de parafina para su
procesamiento.
Cortes Histologicos y Tincion

Se realizo la incrustacion de ovarios fetales completos de manera individual en

bloques de parafina siguiendo protocolos convencionales para el procesamiento
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4.3.

4.4,

histoldgico de muestras (Anexo 2). Después, se procedid a realizar cortes histologicos
seriados en segmentos de 7 um segln recomendaciones de la literatura cientifica ( Silva-
Santos et al., 2011; Alves et al., 2015). Las muestras en parafina fueron cortadas
utilizando un micrdtomo Leica® RM2125-RTS (Leica Biosystems, Nussloch,
Alemania) y se montaron en laminas portaobjetos un corte a cada 20 secciones. Se
realizd el conteo de las secciones obtenidas por ovario haciendo uso de un contometro
manual (Tamaco Industrial Co., Ltd., Taichung, Taiwan) y se contabilizé desde el primer
hasta el Ultimo corte visible realizado al ovario en el bloque de parafina. Después de ello,
las ldminas obtenidas fueron tefiidas con coloracion de Hematoxilina y Eosina (H&E)
mediante protocolos de rutina de tincion histolégica (Anexo 2). Todas las secciones
obtenidas fueron usadas para la evaluacion del nimero estimado de foliculos ovaricos,
salvo algunas excepciones donde existieron artefactos de tincion y fijacion.
Toma de Fotografias y Elaboracién de Imagenes Digitales

Las laminas fueron evaluadas utilizando un microscopio Nikon® Eclipse-e100
(Nikon Corporation, Tokio, Japon) y Leica® DM500 (Leica Microsystems, Heerbrugg,
Suiza). Las laminas fueron enfocadas a un aumento de 100x y 400x realizando la toma
de fotografias con el uso de una camara adaptada al microscopio marca TOUPCAM®
(GT Vision Ltd., Sudbury, Reino Unido) y Leica® ICC50 W (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania). Las imagenes fueron visualizadas en una computadora con ayuda
del software ToupView 2003-2017 (ToupTek Photonics Co., Ltd.®) y LASEZ v. 3.4.0
(Leica Microsystems, Suiza). Se realiz6 latoma de fotografias de manera que se abarcara
toda el area de extension de los tejidos por cada ldmina. Posteriormente, todas las
iméagenes de cada ldmina fueron unidas y reconstruidas usando el programa PowerPoint
(Microsoft®PowerPoint 2019) para generar una imagen panoramica de todo el tejido
ovarico. Estas imagenes generadas fueron conservadas digitalmente en carpetas con
cddigos preestablecidos.

Clasificacion y Conteo de Imégenes Digitales



Para la evaluacion y clasificacién de foliculos ovaricos se utilizd el software
Image J® (National Institute of Health, EE.UU.). Se realiz6 una evaluacién piloto para
comparar los resultados de imagenes siendo visualizadas a 400x y 100x (Anexo 3). Se
determind que no existian diferencias significativas en la cantidad y clasificacion de
foliculos observados por lo que se continud con la evaluacién de imagenes a 100x. La
clasificacion de los foliculos ovéricos se realizo siguiendo criterios preestablecidos para
esta especie con modificaciones (Katz & Johansson, 2013):

- Foliculos primordiales (tipo 1a): presentan un Unico estrato celular de células
planas simples que rodean al ovocito.

- Foliculos primarios tempranos o de transicion (tipo 1b): presentan un ovocito
rodeado por un Unico estrato celular. Este estd compuesto por células planas simples
principalmente y al menos dos células cuboidales.

- Foliculos primarios verdaderos (tipo 2): al igual que los foliculos de tipo 1,
presentan un (nico estrato celular, pero compuesto de células ctbicas simples rodeando
al ovocito.

- Foliculo secundario (tipo 3 y 4): se caracterizan por presentar mas de un estrato
de epitelio cibico. Ademas, se puede observar la presencia o formacién de finas
membranas tecales, tanto de la teca interna como de la externa, alrededor del foliculo.
En algunos casos los foliculos pueden presentar un pequefio antro.

- Foliculo antral grande, foliculo terciario o de Graaf (tipo 5): son aquellos que
tiene un espacio antral bien definido y ovocitos de mayor tamafio. Por otra parte, posee

igual 0 més de tres o cuatro capas completas de epitelio cubico o células de granulosa.

Se afladié como una subclasificacion la presencia de foliculos apoptéticos o degenerados
en cada una de las clasificaciones anteriores. Para ello, se reviso la presencia de
caracteristicas  histologicas como ovocitos con vacuolizacion citoplasmatica
pronunciada, con nacleos picnoticos, encogimiento celular o formacion de cuerpos

apoptaticos. Para el conteo solo fueron considerados aquellos foliculos que presentaban
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4.5.

4.6.

un ovocito con nucleo definido, con ello se pretendia seguir las recomendaciones dadas

en estudios previos con la finalidad de evitar el doble conteo de foliculos.

Estimacién de Reserva Ovarica
La estimacion de la reserva ovarica, es decir el total de foliculos ovaricos pre
antrales se llevd a cabo haciendo uso de la metodologiay el factor de correccidn sugerido
por Gougeon & Chainy (1987), la cual ha venido siendo utilizado de forma continua en
diferentes trabajos:
N, = N, X §; X t;
S, X d,

donde N: representa el estimado total de la poblacion de cada tipo de foliculos en el
ovario; N, indica el namero total de foliculos observados y contados segin los criterios
establecidos anteriormente para un ovario; S; sefiala el nimero total de cortes realizados
sobre el ovario; ts representa el ancho o grosor de corte realizado con el micrétomo, el
cual debera ser el mismo para todo el tejido procesado; S, indica el nimero total de
secciones o cortes evaluados en el microscopio; y finalmente d, representa la media de
los didmetros del nacleo de los ovocitos en micras para cada tipo de foliculo.
Mediciones e Histomorfometria

Las mediciones histoldgicas se realizaron con el software LASEZ v. 3.4.0 (Leica
Microsystems, Suiza) calibrado para realizar medicién de distancia en micras (um). Se
determino el maximo diametro de foliculo, diametro perpendicular mas ancho, maximo
diametro de ovocito, didmetro perpendicular mas ancho del ovocito y el didametro del
nacleo (Figura 1). Para estimar la media aritmética de los didmetros evaluados se
realizaron mediciones para cada tipo de foliculo (primordial n=150; transicion n=50;
primario n=30; secundario n=15). Ademas, se obtuvo la variable de profundidad (um)
de la ubicacion folicular dentro de la corteza para lo que se midi6 en linea recta desde el
centro del nacleo del ovocito hasta la parte externa del epitelio germinal mas préximo
(Katz & Johansson, 2013) (Figura 1).
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Figura 1. Mediciones realizadas a foliculos ovéricos. (a) Didmetro de ndcleo, (b) méximo

didmetro de foliculo, (c) diametro perpendicular mas ancho del foliculo, (d) méximo didmetro de
oocito, (e) diametro perpendicular mas ancho del oocito y (f) profundidad de foliculo medido

desde el centro del nucleo hasta la superficie ovarica. Aumento de 400X.

4.7. Almacenamiento de Informacion en Base de Datos
La informacidn obtenida a partir de los conteos y mediciones fue transferida a una base
de datos en el programa Microsoft Excel (2016). Los codigos de los ovarios fueron
dispuestos de acuerdo a las iniciales de especie, afio de colecta y nimero de feto
recolectado (e.g. AA-2016-013).

4.8. Andlisis Estadistico de Resultados

Se calcularon las medias y desviaciones estandar de las mediciones

morfométricas de los foliculos ovaricos. Posteriormente, la data fue seleccionada y
analizada con la ayuda de los softwares SPSS® Statistics (IBM®) y Graphpad Prism
(GraphPad Software). Las variables cuantitativas continuas: maximo diametro de

foliculo, diametro perpendicular mas ancho del foliculo, didmetro del ovocito, didmetro
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perpendicular mas ancho del ovocito y didmetro del nicleo fueron evaluadas usando
pruebas paramétricas de andlisis de varianza (ANOVA) de una via asumiendo
normalidad de los datos. Después, se realizo la correccion de los datos para mdltiples
comparaciones de diferencias entre cada par de medias con ajuste apropiado usando la
prueba de Tukey.

Para evaluar correlacién entre las variables de reserva ovarica (N.° de foliculos
pre antrales) con peso del feto (g), tamafio del feto (cm), peso del ovario (g) y tamafio
del ovario (cm) se utilizé la prueba de correlacion de Pearson.

Los graficos de caja o boxplot para las variables diametro de foliculo y
profundidad de ubicacion de foliculo fueron creados con el software Graphpad Prism.
Se utiliz6 el boxplot de Tukey para graficar la distribucién de los datos, el que asume
simetria para los bigotes y normalidad para su longitud. La significancia fue establecida

por valores con un P<0.05.
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RESULTADOS

La evaluacion histomorfométrica de foliculos ovéricos fue realizada con muestras de
ovarios de fetales de lobo marino fino peruano (Arctocephalus australis) eventos de aborto del
Area Natural Protegida Punta San Juan (AA-2016-015, AA-2016-020, AA-2017-003 y AA-2017-
012) (Figura 2). El periodo de desarrollo fetal al momento de producidos los abortos se estima
que pertenecen al segundo tercio de gestacion (Figura 3). La media de los pesos de los ovarios
fue de 84,5 +38 mg y el tamafio fue aproximadamente de 0,8 +0,2 cm de didmetro.

Los ovarios presentan forma irregular ovoide con superficie lisa y recubierta
completamente por una membrana serosa que corresponde al mesosalpinx (Bursa ovérica). La
cobertura ovarica presenta una foramen o pequefia abertura hacia medial que conecta con la
cavidad peritoneal (Ostium bursae ovaricae). Los ovarios evaluados macroscopicamente no
presentaron protrusiones por foliculos ovaricos preovulatorios o cuerpo lateo. El detalle
macroscapico del tracto reproductivo y ovario fetal puede observarse en la Figura 2.

Al microscopio, los ovarios presentaron una delimitacion de la corteza (Cortex ovarii) y
médula ovéarica (Medulla ovarii) (Anexo 4). La corteza presenté una limitada cantidad de fibras
de colégeno, fibrocitos y fibroblastos por debajo del epitelio germinativo que rodea a todo el
ovario. Debido a este motivo, no existe una demarcacion tipica de la tinica albuginea (Tunica
albuginea). El epitelio germinativo (Epithelium superficiale) consiste de una capa de células
cubico-cilindrico simple. La presencia de criptas subcapsulares, caracteristicas en ovarios de
pinnipedos, no fue observada en los ovarios fetales evaluados y tampoco ninguna invaginacion
aparente del epitelio germinativo proyectado hacia la zona medular. A diferencia de la corteza, la
médula ovarica presentd zonas de alta vascularizacion y ocup6 gran parte del volumen del ovario.

La distribuciéon de los foliculos ovaricos fue variada, ubicandose todos casi

exclusivamente en la zona de la corteza. En este trabajo sélo se pudo apreciar la presencia de
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Figura 2. Visualizacion macroscépica de fetos y tractos reproductivos fetales de lobo marino fino
peruano (Arctocephalus australis). (a) Hembra adulta y feto en playa S3 de Punta San Juan,
Marcona, cortesia de Escobar L. (b) Feto durante procedimiento de necropsia dentro de placenta
de disposicion zonaria (izquierda) y posterior a la apertura de la misma (derecha). (c) Detalle

macroscopico de tracto reproductivo femenino y (d) ovario derecho.

foliculos primordiales, de transicion, primarios y secundarios pre-antrales (Figura 4). No se

observo la presencia de oogonias y nidos foliculares entre las muestras evaluadas. Todos los

foliculos presentaron un grado avanzado de diferenciacion.
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Figura 3. Ciclo reproductivo propuesto de lobo marino fino (Arctocephalus australis) en el sur
de Pert (Adaptado de Katz, 2011). Nétese el periodo de abortos enzo6ticos que ocurre cada afio

entre los meses de junio y agosto.

Un total de 138 laminas histoldgicas fueron evaluadas para realizar la estimacion de la
reserva ovarica siguiendo la metodologia descrita por Gougeon & Chainy, 1987. El nimero de
foliculos pre antrales estimado varié por cada individuo evaluado (Cuadro 1). La media de
foliculos pre antrales por ovario fue de 84 002 + 2 097, y la reserva ovérica de foliculos pre
antrales promedio asciende a 168 0052 966 por cada animal, sumando ambos ovarios. Datos
adicionales sobre poblaciones de foliculos pre antrales en los ovarios fetales evaluados puede
observarse en la Cuadro 1.

En referencia a la histomorfometria, los foliculos primordiales fueron significativamente
los més pequefios (P<0,0001) con un didmetro promedio de 30,6 +5,6 um (19,1- 47,0 um),
seguidos por los foliculos de transicion con 40,2 +9,8 um (25,7 - 80,6 um), foliculos primarios
con 42,9 £10,6 um (28,6 - 74,0 um) y foliculos secundarios con 114,4 £34,3 um (35,4 -171,3 um)
de maximo didmetro folicular. EI maximo didmetro de ovocitos de foliculos primordiales fue
23,7+ 5,2 (15,4 — 37,5), de foliculos de transicién fue 30,0 + 8,4 (18,9 — 65,1), de foliculos
primarios fue 30,2 8,3 (19,3 — 54,4) y de foliculos secundarios fue de 45,3 +11,5 (19,4 — 61,5).
El didmetro del ndcleo de ovocitos de foliculos primordiales fue de 8,7 + 1,6 um (6,2 - 13,6 um),
de foliculos de transicion fue de 11,0 £2,0 um (7,9 - 16,3 um), de foliculos primarios fue de 12,3
+2,5 um (8,9 - 18,6 um) y de foliculos secundarios fue de 14,0 £2,7 um (9,0 - 18,6 um). Los

resultados de otros didmetros se encuentran especificados en la Cuadro 2.
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El crecimiento y desarrollo de foliculos fue observado hacia la zona medular, encontrandose que
los foliculos primordiales se observaron en zonas mas cercanas a la corteza y epitelio germinativo,
mientras que los foliculos de transicion, primarios y secundarios fueron observados mas préximos
hacia la médula ovérica (Figura 5). Se encontré diferencias significativas en la profundidad de
ubicacién de los foliculos por debajo de la superficie ovéarica (P<0,0001) (Figura 6). En promedio
los foliculos primordiales se encontraron a 170,7 65,4 um (19,3 - 323,1 um) de la superficie
ovarica, los foliculos de transicion a 247,6 £121,5 um (70,7 - 745,2 um), los primarios a 410,7
+164,6 um (191,2 - 900,5 um), y los secundarios a 950,7 £353,2 um (461,2 - 1640,1 um).

Los foliculos primordiales son el grupo predominante que componen la reserva ovarica
de foliculos pre antrales con el 89,13+2,22% (86,74% - 92%). El segundo grupo mas numeroso
corresponde a los foliculos de transicion 10,35+2,21% (7,52%-12,71%), seguido por los foliculos
primarios 0,43+0,07% (0,32%-0,46%) y secundarios 0,1+0,06% (0,02%-0,16%) (Cuadro 3). Se
resalta la presencia de pequefios grupos o “clusters” de foliculos primordiales que se distribuyen
por toda la corteza ovérica pero que tienden a concentrase en ciertas zonas. Por su parte los
foliculos de transicion, primarios y secundarios se encuentran distribuidos de forma més
homogénea y separada.

Se observo que del total de foliculos evaluados en este estudio (n=55 889), el 8,1% fueron
foliculos degenerados. Entre los foliculos primordiales, 7,89% presentaron signos de
degeneracidn, en foliculos de transicion fue del 8,86%, en foliculos primarios fueron el 32,5% y
en foliculos secundarios fue del 11,11%. La distribucién de los foliculos degenerados fue
observada en mayor cantidad en la corteza del ovario adyacente a la superficie ovaricay el epitelio

germinativo.
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Figura 4. Foliculos ovéricos de fetos de lobo marino fino peruano (Arctocephalus australis). (a,

b) Foliculos primordiales, (c, d) de transicion, (e, f) primarios y (g, h) secundarios. Aumento de

400X.
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Figura 5. Disposicion de foliculos ovéricos dentro de ovarios fetales de lobo marino fino peruano
(Arctocephalus australis). Notese la tendencia de crecimiento folicular hacia medular. Foliculo
primordial (amarillo), primordial degenerado (fucsia), transicion (celeste), transicion degenerado

(naranja), primario (verde) y secundario (azul). Figura construida con Image J.
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Figura 6. Boxplot de Tukey con medidas de foliculos ovéricos de lobo marino fino peruano
(Arctocephalus australis). Diametro folicular (um) (A) y Profundidad de ubicacién folicular (um)

(B). Significancia indica diferencias entre las medias estimadas para cada categoria folicular
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Cuadro 1. Estimacién del total de foliculos ovéricos en cada ovario evaluado (X + DE) de fetos de lobo marino fino peruano (Arctocephalus

australis)*.
Foliculos Aa.2016.015 Aa.2016.015 Aa.2016.020 Aa.2016.020 Aa.2017.003 Aa.2017.003 Aa.2017.012 Aa.2017.012 Promedio
Ovario 1 Ovario 2 Ovario 1 Ovario 2 Ovario 1 Ovario 2 Ovario 1 Ovario 2
Primordial 93 355 + 862 64089+1790 55073+2794 31497 +20976 96644 1621 127655+2616 88912+1260 57554+1685 76847 +2077
Transicion 5012 + 143 5003 £ 210 4062 + 297 3683 +415 10 631 + 327 14 847 + 436 7553 +191 3805 +68 6 825 + 288
Primario 250 + 24 154 + 16 190 + 27 55+8 818 + 67 164 + 14 405 + 24 126 £ 13 270+ 30
Secundario 66 +9 106 + 9 9+3 10+4 51+8 100+ 9 109+ 8 30+6 60 +7
Total 98 682 + 874 69 352 +1802 59 334 + 2810 35245 +3005 108145+ 1655 142 765+2652 96 980 + 1275 61516 + 1686 84 002 + 2 097
Suma ambos 168 034+2 003 94 579+4 114 250 910+3 126 158 495+2114 168 005 +2 966
ovarios

* Procedimiento llevado a cabo con la metodologia y factor de correccién descritos por Gougeon & Chainy (1987)
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Cuadro 2. Didmetro de nicleo de ovocito, maximo diametro de foliculo, diametro perpendicular mas ancho del foliculo, méximo didmetro de ovocito, didmetro

perpendicular mas ancho del ovocito y profundidad de ubicacion de foliculos (X + DE) de foliculos pre antrales de fetos de lobo marino fino peruano

(Arctocephalus australis).

Foliculo Nucleo (um) Foliculo (um) Didmetro Ovocito (um) Didmetro Profundidad* (um)
perpendicular de perpendicular de
foliculo (um) ovocito (um)
Primordial 87 +162 306 +562 220 +44° 23,7 +5.2° 16,2 +38% 170,7 +65,4°2
(n=150)
Transicién 11,0 +2,0° 402 +98° 286 +6,6° 300 +8,4° 20,4 +572°P 2476 +121,5°
(n=150)
Primario 12,3 +25°¢ 42,9 +10,6° 34,2 +7,.8° 30,2 +8,3° 225 +6,0° 410,7 +164,6°¢
(n=30)
Secundario 14,0 +2,7¢ 1144 +343°¢ 72,8 +174° 453 +115°¢ 324 +87°¢ 950,7 +353,2¢
(n=15)

ad|_etras diferentes indican diferencias significativas entre los valores de columnas (P<0.05)

*Profundidad de ubicacion de foliculos
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Cuadro 3. Tipo de foliculos (%) y foliculos degenerados (%) en ovarios fetales de lobo marino

fino peruano (Arctocephalus australis).

Foliculo Tipo de foliculos  Total de foliculos Foliculos Foliculos
evaluados (%)? evaluados (n) @ normales (%0)° degenerados (%0)°
Primordial 89,13 49 813 92,11 7,89
Transicion 10,35 5782 91,14 8,86
Primario 0,43 240 67,5 325
Secundario 01 54 88,89 11,11
Total 100 55 889 91,9 8,1

a. Media de foliculos contabilizada para cada tipo folicular del total de lAminas evaluadas (n= 138).
b. Porcentajes estimados a partir del Total de foliculos evaluados.

Otras caracteristicas histologicas de los ovarios evaluados fue la presencia de células
intersticiales (Endocrinocytus interstitialis) distribuidas por la corteza y médula ovérica.
Especialmente en la zona medular se observo la formacion de grupos de células delimitadas por
delgadas fibras de tejido conectivo de forma poliédrica irregular. Se observé en algunas instancias
la presencia de foliculos secundarios antrales; sin embargo, esta fue una caracteristica que no se

encontrd en la mayoria de los ovarios

No se observo correlacion significativa entre la reserva ovérica de foliculos pre antrales
y el tamafio del feto, peso del feto, tamafio de ovario y peso de ovario (P>0,05) (Anexo 5). Por
otra parte, se encontré una correlacion positiva entre el tamafio del foliculo y el tamafio del nucleo

del foliculo (P<0,0001).
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DISCUSION

En el presente estudio se reporta la primera evaluacion histomorfométrica de ovarios de
fetos de lobo marino fino (Arctocephalus australis) de la subpoblacién peruana/norte de Chile
colectados de eventos de abortos enzodticos en Punta San Juan, Per(. Se describe en detalle los
diferentes componentes macroscopicos y microscdpicos que constituyen la morfologia normal de
ovarios y la reserva de gametos durante la etapa gestacional en que ocurrieron los abortos.

En este estudio se utilizaron ovarios fetales de tiempo de gestacion desconocido. Sin
embargo, las hembras de la especie A. australis se caracterizan por tener una reproduccion
bastante sincronica; esto quiere decir que los ciclos reproductivos de las hembras en la locaciones
y latitudes similares se llevan a cabo en simultaneo (Pavés et al., 2016). Debido a ello, se plantea
en este estudio que los fetos de lobos marinos finos peruanos encontrados en los eventos de
abortos en Punta San Juan de Marcona se encuentran en periodos similares de gestacion. Se estima
que la gestacion activa de la especie A. australis dura aproximadamente 9 meses (Katz, 2011), de
esta forma las muestras colectadas en este estudio corresponderian a fetos del segundo tercio de
gestacion (mes 5 0 6 de gestacion aproximadamente) (véase Figura 3).

Los fetos encontrados en las playas de Punta San Juan se caracterizaron por estar
considerablemente frescos por ser producto de eventos de abortos recientes (<12 horas
aproximadamente). En algunas circunstancias fue posible incluso observar el evento de aborto y
colectar las muestras de los fetos de forma inmediata. En algunos casos, se observo fetos con
reflejos de respiracion y latidos cardiacos evidentes. Los fetos del afio 2016 fueron colectados el
dia 29 de julio (AA.2016.015) y 30 de julio (AA.2016.020) (1 dia de diferencia). Por su vez, los
fetos del afio 2017 fueron colectados el dia 14 de julio y (AA.2017.003) y 20 de julio
(AA.2017.012) (6 dias de diferencia). Debido a la proximidad de las fechas de colecta y la
sincronia reproductiva de la especie A. australis fue posible comparar y establecer que

especie. La causa que origina los abortos aln estd en investigacion, sin embargo, se considerd
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como una asuncién del estudio que estos eventos no tienen impacto en el establecimiento y
cantidad de foliculos ovéricos observados.

En los ovarios fetales evaluados no se observé la presencia de oogonias ni cuerdas o nidos
oovigeras, caracteristica comun en ovarios fetales de otras especies en estadios mas tempranos
del desarrollo embrionario (Pepling et al., 2001; Sawyer et al., 2002). Los diferentes tipos de
foliculos ovaricos se encontraron claramente diferenciados. Esto indicaria que los fetos
encontrados se encuentran en una fase avanzada del desarrollo embrionario cuando se compara
con otras especies. A excepcion de roedores, los cuales nacen con cuerdas oovigeras o foliculares
(Findlay et al., 2015a), otras especies evaluadas segun literatura establecen el breakdown de estas
cuerdas y el establecimiento de foliculos diferenciados durante el segundo tercio de gestacion
(Monniaux et al., 2014), lo cual refuerza ademas la asignacion del tiempo de gestacion estimada
para los fetos de A. australis usada en este trabajo.

Cabe mencionar que para comprobar el célculo apropiado de la reserva ovarica de
foliculos pre antrales se desarrollé una verificacion de los métodos (Anexo 3 y 6). Para ello
primero fue realizada una comparacion del nimero de foliculos contabilizados en el microscopio,
a aumentos de 100X y 400X. La idea inicial consistio en que a mayor resolucidn existe una mejor
visualizacion y diferenciacion de los foliculos ovaricos. En ese sentido, no se encontraron
diferencias significativas en la cantidad de foliculos contabilizados a 100X y 400X, motivo por
el cual se optd por realizar la evaluacion digital de laminas subsecuentes con aumento de 100X
(Anexo 3). Asimismo, se busco validar que la cantidad de foliculos estimados con el factor de
correccion reportado por Gougeon y Chainy (1987) fuera similar considerando el montaje de
laminas evaluadas a cada 10 y 20 cortes. El factor de correccion antes mencionado incorpora
como una de sus variables el nimero de cortes evaluados. Debido a ello, el montaje y evaluacion
de laminas a cada 10 cortes se planted que seria igual que a cada 20 cortes. No obstante, el
esfuerzo de procesamiento manual y digital para el analisis de ldminas a cada 10 cortes resultd
mas complejo y laborioso que a cada 20 cortes. En ese sentido, no se encontraron diferencias
significativas entre la cantidad de foliculos pre antrales estimados con montaje y evaluacion de

laminas a cada 10 y 20 cortes, por lo que se considerd que el factor de correccidn ajusta estas
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diferencias en la metodologia y se optd por continuar con el analisis posterior a cada 20 cortes
(Anexo 6).

La poblacion encontrada de 84 002 + 2 097 foliculos pre antrales por ovario es
posiblemente la primera descrita para la especie. Se espera que los ovarios fetales posean una
mayor cantidad de foliculos comparado con otros grupos etarios debido a que, al igual que en
otras especies, es durante el desarrollo embrionario que se lleva a cabo el proceso de
foliculogénesis. Este proceso genera una gran cantidad de gametos femeninos después de pasar
por procesos regulados por un complejo sistema endo- y paracrino (Grive & Freiman, 2015). La
generacion de todas estas células reproductivas durante el periodo fetal cumple su funcién de
proveer de una reserva de células reproductivas para la vida adulta de las hembras (Bristol-Gould
et al., 2006). Sin embargo, ha sido observado en ovarios fetales de otras especies que la cantidad
de foliculos disminuye sustancialmente incluso antes del parto (Geber et al., 2012). Debido a ello,
la evaluacion realizada en este estudio debe ser contrastada con la evaluacion de poblaciones de
foliculos pre antrales en cachorras y hembras adultas para comprender mejor las dindmicas
fisioldgicas de la reserva ovarica en esta especie. La observacion de cortes histoldgicos de ovarios
de hembras adultas de la especie A. australis corrobor6 una disminucion aparente en la cantidad
de foliculos ovaricos en comparacién con ovarios fetales (Vilchez, comunicacion personal, 15 de
diciembre de 2020). No obstante, es importante realizar las estimaciones de foliculos pre antrales
para determinar de forma cuantitativa las diferencias existentes entre los ovarios de cada clase
etaria.

Otros estudios han utilizado la misma metodologia propuesta por Gougeon & Chainy
(1987) para la estimacion de foliculos ovéricos y proporcionan datos comparables con los
encontrados en este estudio. De esa forma se ha encontrado que fetos de ganado Bos taurus de
entre 180 y 240 dias de gestacion ganado presentan 285 155+325 195 foliculos pre antrales, lo
que equivale a mas del triple de foliculos encontrado en ovarios fetales de lobo marino fino
peruano. Por otro lado, fetos de Bos indicus presentan 143 929+64 028 foliculos pre antrales
(Silva-Santos et al., 2011). En adicion a ello, fetos humanos del segundo tercio de gestacion

(semana 26) presentaron 1 082 960 (Geber et al., 2012) y mujeres adultas (36 — 40 afios)
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presentaron 21 450+ 2 650 foliculos pre antrales (Faddy et al., 1992). Por su vez, perras pre
puberes (Canis lupus familiaris) de tamafio pequefio presentaron un total de 78 838+83 080
foliculos pre antrales, mientras que hembras adultas presentaron 61 641+48 978 (Lunardon et al.,
2015). Otras especies evaluadas como burros silvestres (Equus assinus) y monos aulladores
(Alouatta caraya) presentaron una media de 10 568+ 2793 y 59 921 foliculos pre antrales por
ovario respectivamente (Lopes et al., 2006¢; Lopes et al., 2017b). Mas detalle sobre reportes de
estimaciones foliculares en otras especies se puede encontrar en el Anexo 7.

Algunos autores sefialan que la variacion existente entre las poblaciones de foliculos pre
antrales de distintas especies tienen un sentido biologico. Asi, especies con expectativa de vida
mas longeva y aquellos que tienen una mayor cantidad de crias presentarian una mayor cantidad
de foliculos pre antrales. Por el contrario, aquellas especies con menor expectativa de vida y
cantidad de crias poseerian una menor cantidad de foliculos en funcidn a la utilidad e inversion
energética que estas generarian para las hembras (Gosden & Telfer, 1987; Findlay et al., 2015a).
No obstante, estos ejemplos no deben ser asumidos como reglas pues multiples factores pueden
influenciar en las dindmicas foliculares entre cada especie e individuos incluso después del parto
(Richardson et al., 2014). Los procesos que regulan la fertilidad y empleo de reserva ovérica en
hembras adultas van mas alla de la simple estimacion de poblaciones foliculares (Monniaux et
al., 2014). Por otro lado, es sabido que en mujeres adultas la disminucion de la poblacién de
foliculos pre antrales es una de las caracteristicas mas resaltantes que condicionan el ingreso al
periodo de menopausia (Te Velde, 2002).

El lobo marino fino peruano es una especie monotoca, lo cual significa que puede gestar
hasta 1 cria a la vez (Majluf, 1987). Las hembras pueden comenzar su vida sexual activa tan
temprano como a los 3 afios y tienen una expectativa de vida menor a 25 afios en silvestria
(Céardenas-Alayza, comunicacion personal). No se conoce hasta la fecha si las hembras poseen un
periodo de menopausia; sin embargo, es posible que no lo tengan debido a que estos son
complejos mecanismos evolutivos presentes en especies con vidas mas longevas como seres
humanos y orcas (Croft et al., 2017). La comparacion entre las poblaciones estimadas de foliculos

pre antrales con fetos de otras especies reflejan aparentemente que los ovarios de los fetos de
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lobos marinos finos son propios de una especie donde las hembras presentan una menor cantidad
de crias, ciclos reproductivos o afios de vida.

En este estudio se advierte sobre las limitaciones de extrapolar los resultados encontrados
con la posible cantidad de foliculos pre antrales que se esperarian al nacimiento. Ademas, se pudo
evidenciar diferencias entre la cantidad de foliculos estimados entre los diferentes fetos evaluados.
Se plantea como hipdtesis la posibilidad de que estas diferencias observadas en la cantidad de
foliculos por individuos se pueden mantener en el tiempo y signifique que la cantidad de foliculos
con los que nacerian los individuos de esta especie seria variada. Estas diferencias encontradas en
ovarios evaluados de distintos individuos ha sido también mencionadas para otras especies (Silva-
Santos et al., 2011). La alta variacion individual podria explicar diferencias en la capacidad
reproductiva de ciertas hembras, aunque estudios sugieren la existencia de procesos post
nacimiento que regulan una eficiente utilizacién de foliculos pre antrales y no permite un
agotamiento temprano de los foliculos en aquellas hembras que nacen con una reserva ovarica
disminuida (Bristol-Gould et al., 2006; Ruoss et al., 2009). Las razones que explican estas
diferencias individuales entre los fetos y el posible impacto que tienen para la reproduccion de la
especie alin no se conoce.

No se observaron correlaciones entre la reserva de foliculos pre antrales y caracteristicas
como el tamafio del feto, el peso del feto, el tamafio del ovario y el peso del ovario (P>0,05). Estos
resultados indican una independencia de las variables evaluadas que en otras palabras significa
gue ninguna de las caracteristicas antes mencionadas puede explicar las diferencias individuales
encontradas en las reservas ovaricas de cada feto. No obstante, se recomienda la evaluacion de un
mayor nimero de muestras para dar mas consistencia o rechazar los planteamientos anteriores.
Por el contrario, estudios realizados con ovarios de burras silvestres (Equus assinus) encontraron
una correlacion inversa entre la cantidad de foliculos pre antrales y el peso de las hembras. De
esta manera, hembras mas pesadas presentaron una menor cantidad de foliculos pre antrales
(Lopes et al., 2017b). Mas evidencia seria necesaria para comprobar o rechazar este fenGmeno en

individuos de la especie A. australis debido a lo cual se recomienda para estudios posteriores
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complementar siempre la informacién de los ovarios con la biometria y peso de las hembras de
donde fueron colectadas.

Se observaron ademas diferencias significativas entre las medidas realizadas a los
diferentes tipos de foliculos. En el caso del tamafio méaximo de foliculo o tamafio de foliculo se
encontraron diferencias significativas (P<0,0001) entre cada tipo de foliculo evaluados, excepto
entre los foliculos de transicidn y primarios donde no se observaron diferencias significativas en
los tamafios. Esto se pude deber a que los foliculos de transicién presentan caracteristicas
similares a los foliculos primarios con la diferencia que no todas las células de la pre granulosa
son cubicos simples. Las mediciones de foliculos pre antrales obtenidas en este estudio fueron
contrastadas con resultados obtenidos en ovarios de cachorras de la especie A. australis de
Uruguay. En ese sentido, se encontré al igual que en este trabajo, existieron diferencias
significativas en los tamafios de foliculos y didmetros de nlcleos entre los diferentes tipos de
foliculos pre antrales evaluados (Katz & Johansson, 2013) (Anexo 8). Los resultados
histomorfométricos de foliculos obtenidos en cachorras de A. australis de Uruguay fueron
similares a los encontrados en este estudio.

Con respecto a lo antes mencionado, se han realizado estudios con la misma metodologia
para obtener medidas de foliculos pre antrales en otras especies domésticas y silvestres. Asi, el
tamafio de foliculos primordiales de lobos marinos finos fue similar a los tamafios reportados para
monos aulladores (Alouatta caraya), burros silvestres (Equus assinus), ganado vacuno (Bos
indicus) y gatas (Felis silvestris catus) (Kacinskis et al., 2005; Lopes et al., 2006¢; Lopes et al.,
2017b; Carrijo et al., 2010); por otra parte, son mas grandes que los promedios de foliculos
primordiales calculados para monos machines (Sapajus apella) y frailecitos (Saimiri macrodon)
(Domingues et al., 2004; Lopes et al., 2017a). El tamafio de los ovocitos de foliculos primordiales
de A. australis fue mas pequefio que el de mujeres, pero de similar tamafio que el de vacas (Bos
indicus) (Kacinskis et al., 2005; Westergaard et al., 2007). El tamafio de nucleos de los foliculos
primordiales de lobos marinos finos peruanos es similar al de monos frailecitos y aguti brasilefio

(Dasyprocta leporina), pero mas pequefio que el de mujeres (Westergaard et al., 2007; Lopes et

28



al., 2017a; Santos et al., 2018). Mas detalle sobre la comparacién con foliculos de otras especies
puede encontrarse en el Anexo 8.

En este trabajo se encontraron diferencias significativas (P<0,0001) en la profundidad
que fueron encontrados los diferentes tipos de foliculos por debajo de la superficie ovarica. Al
respecto, los promedios y diferencias obtenidas fueron consistentes con reportes previos
realizados con ovarios de cachorras (Katz & Johansson, 2013). Para fetos, la distribucion de los
foliculos primordiales, primarios y secundarios tuvo rangos de profundidad de 19 a 323, 191 a
900 y 461 a 1640 um; estos rangos para cachorras fueron de 13 a 400, 17 a 1062 y 101 a 1295
um, respectivamente. Estas mediciones pueden verse afectadas dependiendo del tamafio de los
ovarios evaluados. Es por ello que para calcular estos promedios fueron utilizados cortes sagitales
de la parte central de ovarios con tamafios semejantes. Los resultados indican que existe la
activacion de foliculos durante este periodo del desarrollo embrionario, a través del cual los
foliculos crecen y maduran orientdndose hacia la zona medular central. En otras especies como
equinos se sabe que los foliculos se encuentran y desarrollan en la zona central del ovario, ademas
de presentar una ovulacion interna a través de la fosa de ovarica (Lopes et al., 2017b). La funcién
de este crecimiento de foliculos hacia la zona medular durante la etapa fetal y en cachorras de
lobo marino ain no se conoce. Se sugiere realizar evaluaciones mas exhaustivas para tener una
mejor descripcion de estos fendmenos en hembras adultas.

El porcentaje de foliculos pre-antrales encontrados en este estudio fue de 89,13%,
10,35%, 0,43% y 0,1% para los foliculos primordiales, de transicién, primarios y secundarios,
respectivamente. En otras especies se han reportado porcentajes similares como en agouti
brasilefio (86,63% primordiales; 13,02% primarios; 0,35% secundarios) (Santos et al., 2018). En
otras especies, sin embargo, se han encontrado porcentajes variados como en alpacas adultas
(71,16% primordiales; 22,37% transicion; 6,1% primarios; 0,37% secundarios) (Echevarria et al.,
2019), monos frailecitos (32% primordiales; 20% transicion; 18% primarios; 30% secundarios)
(Lopes etal., 2017a), elefantes africanos de sabanas (< 2% primordiales; 75,8 % transicién; 23,8%

primarios) (Stansfield et al., 2011), gatas (87% primordiales; 10,4% primarios; 2,3% secundarios)
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(Carrijo et al., 2010) y fetos de ganado bovino (Bos taurus) (82,26% primordiales; 16,28 %
primarios; 1,46% secundarios) (Silva-Santos et al., 2011).

El porcentaje de foliculos degenerados reportado en este estudio es del 8,1%. Las células
clasificadas en apoptosis 0 con signos de degeneracion han sido determinadas usando
caracteristicas morfolégicas como ovocitos con nlcleos picnoticos, citoplasma retraidos y células
de la pre granulosa desorganizadas y desprendidas de la membrana basal (Echevarria et al., 2019).
No obstante, esta metodologia puede presentar un margen de error considerable y se recomienda
para futuros estudios hacer uso de herramientas como inmunohistoquimica (ensayo TUNEL,
Caspasa-3, Ki-67, FAS/FAS-L) para el marcaje de células en apoptosis con mayor sensibilidad
(Albamonte et al., 2019; Lombardi et al., 2014). Otros estudios que realizaron la identificacion de
foliculos degenerados basados en caracteristicas histomorfoldgicas encontraron diversos
porcentajes: aguti brasilefio (29,22%) (Santos et al., 2018), mono machin (20,75%) (Domingues
et al., 2004), alpaca (13,28%) (Echevarria et al., 2019) y burras silvestres (9,77%) (Lopes et al.,
2017b).

La presencia de criptas subcapsulares no fue observada entre las muestras evaluadas. Este
sistema de criptas es un conjunto de invaginaciones del epitelio germinativo, el cual se proyecta
hacia la tanica albuginea y se considera que tiene una funcién importante en la formacién de
cordones celulares y células intersticiales, ademas de mantener una estrecha relacion con foliculos
ovaricos (Mulling et al., 1998). Es importante mencionar que el sistema de criptas subcapsulares
es una caracteristica tipica de ovarios de carnivoros (Akihara et al., 2007) y especialmente de
lobos marinos (Katz et al., 2009; Palma-Cerda et al., 2012), por lo tanto, una posible explicacion
es que el desarrollo de las criptas subcapsulares ocurre en periodos posteriores del desarrollo fetal
o al nacimiento. Evaluaciones adicionales deben realizase para esclarecer el tiempo de desarrollo
de las criptas y la funcién que cumplen en los ovarios de la especie A. australis.

Por otro lado, fue posible observar la ocurrencia anecdética de foliculos poliovulares con
una incidencia minima. La presencia de foliculos poliovulares ha sido descrita en otras especies
de carnivoros como en perras donde la prevalencia es alta y el 55% de ovarios evaluados en un

estudio presentaron foliculos con estas caracteristicas (Lunardon et al., 2015). Se ha sugerido que
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la presencia de foliculos poliovulares representan la ocurrencia una organogénesis incompleta del
ovario (Domingues et al., 2004), no obstante, hasta la fecha no se conoce si tienen alguna
implicancia en la reproduccién de las hembras y la fisiologia ovarica.

Se recomienda para futuros estudios la preservacién de muestras ovéaricas en solucion
tamponada al 4% de formaldehido o de preferencia en solucion de Bouin, debido a que preserva
mejor las estructuras celulares de tejidos blandos como los ovarios. Ademas, se recomienda que
los ovarios colectados sean procesados rapidamente y colocados en blogues de parafina lo antes
posible, de manera que se preserven mejor los tejidos y sirvan para estudios posteriores de
inmunohistoquimica. En adicion, se espera que futuros estudios incorporen otras tinciones de
diferenciacién como la tincion de acido peryodico de Schiff (PAS) y la tincion tricromica de
Masson.

En este trabajo se realizé una revision histomorfométrica de los foliculos ovaricos de lobo
marino fino peruano y esto tiene una importancia fundamental para la evaluacion de técnicas de
reproduccién asistida en cautiverio o in-vitro. En adicion a ello, sirve como base comparativa para
futuros estudios que se espera puedan ser realizados con otros grupos etarios de A. australis y en
otras especies de pinnipedos con las que cohabitan como los lobos marinos chuscos (Otaria
byronia), los cuales también presentan eventos de abortos de los cuales se podrian obtener

muestras de ovarios fetales.
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CONCLUSIONES

En base a lo descrito en este estudio, se estima que la cantidad de foliculos ovaricos pre
antrales en fetos sea superior a la de cachorras y hembras adultas, tal como sucede en
otras especies mamiferas.

Los foliculos primordiales representan el principal componente de la reserva ovarica en
los ovarios fetales de A. australis.

Durante el periodo de desarrollo fetal que fueron obtenidos las muestras fetales para este
estudio no existié un aumento aparente de degeneracién de gametocitos.

Los foliculos primordiales representan aquellos de menor tamafio debido a que, a
diferencia de otros tipos de foliculos, alin no han pasado por un proceso de activacion y
desarrollo de células de la pre granulosa.

Para el segundo tercio de gestacién de las hembras de A. australis, los foliculos
primordiales han culminado su proceso de formacién y el tamafio de los mismos
permaneceria inmutable a través de las diferentes clases etareas de la especie.

En base a la evidencia presentada, es posible inferir que la disposicion de los foliculos
ovaricos mas desarrollados hacia zonas de mayor profundidad por debajo de la corteza
ovarica se deba a una orientacion hacia zonas de mayor vascularizacion como las

encontradas en zonas cercanas a la médula ovérica.
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ANEXO 1
METODOLOGIA DE CAMPO

PARA COLECTA DE MUESTRAS FETALES CON MINIMIZACION DE
IMPACTO A COLONIAS REPRODUCTIVAS

Las actividades de campo entre los afios 2016-2017 se llevaron a cabo siguiendo la misma
metodologia. Una persona estuvo encargada del registro en la playa S3 y otra persona encargada
de realizar rondas diarias por las distintas playas de la ANP-PSJ. Siempre respetando a la fauna
local que imposibilitaba la visualizacidn de ciertas playas. Para graficar mejor la forma en que se
realizaron las rondas véase Figura 1.

Figura 1. Recorrido diario hecho en el mes de julio para el registro de abortos en la ANP-PSJ
(Edicién propia).

ANP - PUNTA SAN JUAN DE MARCONA

Para la recoleccion de fetos de las playas la comunicacidn entre los integrantes del equipo fue
de vital importancia (Figura 2). Una vez divisado un aborto, el encargado debia dar aviso por
radio sobre la ubicacidn y accesibilidad del mismo en la playa, ademads del estado e integridad
con que se encuentra el feto. Puesto que los carrofieros (Cathartes aura ruficollis) se encuentran
siempre alertas y a la expectativa de que la madre abandone a su cria. Se ha observado que, el
tiempo que transcurre desde el momento en que se produce un aborto hasta que desaparece
por completo, sin dejar rastro del mismo que pueda dar indicio de que ocurrié un aborto en el
lugar, puede ser tan corto como 4 minutos (Vilchez com. pers.). Esto debido a la ferocidad con
la que se abalanzan los carrofieros cuando la madre deja de proteger al feto. Es por eso que fue
necesario que en cada ronda, el encargado debia Illevar una mochila equipada con todos los
materiales de bioseguridad necesarios para el recojo de los fetos (guantes de latex, mascarillas,
mamelucos, red para cabello, bolsas ziploc, etc). En el caso de que el encargado que llevaba la
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mochila divisaba un aborto, debia comunicar por radio de igual forma para que un compafiero
se acercara a brindar asistencia. Una vez que los encargados se encontraban listos e
implementados, descendian a las playas de manera sigilosa y prudente hasta aproximarse al
lugar donde se encontraba el feto y lo colocaban dentro de una bolsa ziploc (Ziploc® y tipo ziploc
genérico) con cierre hermético, véase Figura 3. Existia un tiempo limite de 15 minutos desde el
momento del descenso hasta la retirada de la playa que debia cumplirse con rigurosidad para
evitar un mayor impacto en las colonias de A. australis. Todos los fetos recolectados fueron
llevados al laboratorio ubicado en la playa N1y algunos se colocaron en coolers con hielos para
evitar su rapida descomposicion.

Figura 2. Diagrama de flujo para la toma de muestras (Elaboracion propia).

’5: PR AMA
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Figura 3. Recoleccion de fetos realizada con las correctas medidas de bioseguridad y evitando
grandes impactos en la colonia reproductiva de A. australis de la playa S1 (Foto tomada por:
Escobar L., 2016).

41



ANEXO 2

METODOLOGIA LABORATORIO

PROTOCOLOS CONVENCIONALES PARA EL PROCESAMIENTO
HISTOLOGICO DE MUESTRAS — TINCION H&E

Protocolo para el procesamiento de muestras en bloques de parafina

10.
11.

Realizar los cortes de tejidos e incluirlos dentro de los cassettes (apenas cortes del tamafio que quepan dentro
de los cassettes). Colocar ovarios fetales enteros y por separado.

Colocar nombre a los cassettes con los codigos correspondientes (e.g. AA-2016-F02 ovario).

Si las muestras que se desean procesar estuvieron conservadas en formol por mucho tiempo (> 1 mes) se debe
dejar reposando en Agua Destilada x 12 - 24 horas.

Pasado el periodo establecido en el paso 1 (o si las muestras estuvieron conservadas en Alcohol de 70°) se
deberd dejar reposando en Alcohol de 70° limpio x 48 horas.

Comenzar con el procesamiento de deshidratacion de la muestra pasandolo por el Alcohol de 95° I y Il x 45
minutos c/u.

Pasar las muestras por Alcohol 100° I, Il y Il x 45 minutos c/u.

Pasar las muestras por Xilol (Neo-Clear®) I, Il y Il x 60 minutos c/u.

Sumergir muestras en parafina liquida y dejar en estufa entre 4 — 14 horas (60 °C aproximadamente), puede
dejarse overnight (i.e. toda la noche) siempre y cuando se procese al dia siguiente a las primeras horas de la
mafiana.

Colocar muestra en molde metdlico y cubrir con parafina hasta casi el tope, colocar base del cassette en la
superficie y dejar enfriar (5 minutos aproximadamente).

Dejar en refrigeradora x 15 minutos.

Retirar excesos de parafina de bordes del cassette.

Protocolo para tincion H & E

12.

13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

Cortar bloque de parafina con tejido usando el micrétomo a 7 um. (Dejar intervalos de 10 cortes) Ejemplo: corte
1 si, corte 2-10 no, corte 11 si, corte 12-20 no, corte 21 si, etc.

Colocar el corte de parafina en agua tibia para extender el tejido y evitar pliegues.

Inmediatamente colocar delicadamente el corte en una ldmina portaobjetos.

Dejar secar, colocar en canastilla y después incubar a 65 °C por 15 minutos minimo (para mejores resultados
dejar hasta 4 horas).

Sumergir las canastilla con laminas en Xilol (Neo-Clear®) I, Il y Ill x 5 minutos c/u.

Pasar las muestras por Alcohol 100° I y Il x 5 minutos c/u.

Pasar las muestras por Alcohol 96° | y Il x 5 minutos c/u.

Pasar las muestras por Alcohol 70° x 5 minutos.

Pasar las muestras por Agua destilada x 5 minutos.

Sumergir en Hematoxilina x 3 minutos (asegurarse de remover pelicula superficial que se forma en la
hematoxilina).

Pasar las muestras por Agua destilada x 5 segundos.

Pasar las muestras por Alcohol 4cido x 5 segundos.

Pasar las muestras por Agua destilada x 5-6 minutos.

Sumergir en Eosina x 40 segundos.

Pasar las muestras por Agua destilada x 5 segundos.

Pasar las muestras por Alcohol 70° x 1-2 minutos.

Pasar las muestras por Alcohol 96° I y Il x 1-2 minutos c/u.

Pasar las muestras por Alcohol 100° I y Il x 1-2 minutos c/u.

Dejar secar brevemente y agregar una gota de resina e inmediatamente colocar la laminilla cubreobjeto.

Dejar reposando por 2 horas minimo.
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ANEXO 3
COMPARACION DE PROTOCOLOS

ESTIMACION DE DIFERENCIAS EN CONTEO DE FOLICULOS CON
IMAGENES HECHAS A ENFOQUES DE 400X Y 100X

Se realizé la comparacion de dos métodos para la estimacion de poblacion de foliculos pre
antrales haciendo uso de imagenes digitales tomadas a enfoques de 400X y 100X. Después del
procesamiento y evaluacion de tres cortes ovdricos se utilizé la prueba de Analisis de Varianza
por Rangos de Signado de Wilcoxon para determinar las diferencias con una 95% de confianza.

Resultados: Figuras representan la cantidad contabilizada por cada tipo de foliculo.

cl cll
200 120
100
150
80
100 60
50 40
ek HE Ll
0
Primordial Primordial apoptosis Transitional Transmonal a opt05|5 0 i i ot . B B i
© 20 Primordial Primordial apoptosis Transitional Transitional apoptosis
W 100X W 400X m 100X m 400X
c21 Promedio
200 160
140
150 120
100
100 80
i 50
50
40
0 TR | S Ln il
Primordial Primordial apoptosis Transitional Transitional apoptosis 0 -
50 20 Primordial Primordial apoptosis Transitional Transitional apoptosis
B 100X W 400X W 100X 400X
Analisis de Rangos
Primodriales GL t u o) tw+ tw- Z+ Z- Respuesta
2 4,3 3 1,87082869 6 0 1,60356745 -1,60356745 Ho
Primordiales deg. GL t u o) tw+ tw- Z+ Z- Respuesta
1 12,7 1,5 1,11803399 3 0 1,34164079 -1,34164079 Ho
Transicion GL t u o tw+ tw- Z+ Z- Respuesta
2 4,3 3 1,87082869 6 0 1,60356745 -1,60356745 Ho
Grados de libertad t u o tw+ tw- 7+ Z- Respuesta
2 4,3 3 1,87082869 5,5 -2,5 2,93987366 -2,93987366 Ho

Conclusién: No se encontraron diferencias significativas entre la evaluaciéon de foliculos pre
antrales utilizando los diferentes enfoques.

43



ANEXO 4
FOTOS HISTOLOGICAS DE OVARIOS DE FETO DE

LOBO MARINO FINO

Anexo 4. Evaluacion histolégica de ovarios fetales de lobo marino fino (Arctocephalus australis).

(@) Visualizacion de corte corteza y médula ovarica separada con linea punteada imaginaria de
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color amarillo. (b) Epitelio germinativo (Epithelium superficiale) de ovario (flechas blancas). (c)
Fibras de colageno presentes en corteza del ovario (flechas blancas). (d) Venas y zonas de alta
vascularizacion presentes en la médula del ovario fetal (flechas blancas). (e y f) Ausencia de
criptas subcapsulares en ovarios fetales (¢) en comparacién con un ovario de hembra adulta
(cripstas subcapsulares sefialadas con flechas negras) (f), imagen de ovario de hembra adulta
obtenida de Vilchez, 2017. (g) Foliculo poliovular encontrado en ovario fetal de lobo marino fino.

(h) Células intersticiales presentes en médula ovaérica.
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ANEXO 5
CORRELACION DE DATOS

CALCULOS REALIZADOS CON VARIABLES DE OVARIOS FETALES DE LA ESPECIE A. AUSTRALIS

A. CORRELACION PESO OVARIO X TOTAL DE FOLICULOS B. CORRELACION TAMANO OVARIO X TOTAL DE FOLICULOS

150000 - 150000 .
.
w 2 )
[ ] ° .
= 100000 * o 2 100000 o o
[*]
L2 =
§ ° g [ ] °
= . L] 8 .
T 500004 5 50000
- . .
0 0 T T T T 1
0 5|0 100 15|0 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
Tamaiio ovario

Peso ovarios

r= 0,6839; p (two-tailed)= 0,0614 (N.S) r= 0,3959; p (two-tailed)= 0,3316 (N.S)

C. CORRELACION TAMANO DE FETO X TOTAL DE FOLICULOS D. CORRELACION PESO DE FETO X TOTAL DE FOLICULOS

300000~ 300000
® °
8 8
< 200000~ < 200000
o . D o
= ° ° ®
2 =
© ]
£ 100000 . £ 100000 o
'—
l—
0 I I 1 0 1 1 1 1
25 30 35 40 600 800 1000 1200 1400
Tamario feto Peso feto

r=0,08054; p (two-tailed)= 0,9195 (N.S) r= 0,2131; p (two-tailed)= 0,7869 (N.S)

Conclusién: No se encontré correlacién entre las variables evaluadas en este estudio.
Peso de ovario con total de foliculos (A), tamafio de ovarios con total de foliculos (B),

tamafio de feto con total de foliculos (C) y peso de feto con total de foliculos (D).
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ANEXO 6
COMPARACION DE PROTOCOLOS

ESTIMACION DE DIFERENCIAS EN CONTEO DE FOLICULOS CON
MONTAIJES DE LAMINAS A CADA 10, 20, 30 Y 40 CORTES

Se realizdé la comparacidon de la estimacién de foliculos ovaricos realizando el montaje y
evaluacién de laminas a cada 10, 20, 30 y 40 cortes. Para este analisis se llevd a cabo el
procedimiento conteo y comparaciéon de variables relacionadas para lo cual fue utilizada la
prueba de Rangos de Friedman y Analisis de Varianza por Rangos de Friedman para determinar
las diferencias con una 95% de confianza.

Resultados: La prueba de Rangos de Friedman encontrd diferencias entre los diferentes
tratamientos (P=0,029). Se aplicd entonces el Analisis de Varianza por Rangos Signado de
Wilcoxon. No se encontraron diferencias significativas en el tratamiento Cada 10 vs. Cada 20,
Cada 10 vs. Cada 30y Cada 20 vs. Cada 30. Todas las comparaciones con el tratamiento Cada
40 presentaron diferencias significativas.

Estimacién de foliculos Aa.2016.013 L Estimacion de foliculos Aa.2017.003 1
95000 105000
104000 3
23000 TS 203000 [
vvvvvvv R I —
91000 — 102000 o .
P 101000 )
89000 L 100000
99000
87000 98000
85000 97000
96000
83000 95000
0 Cada 40 Cada 30 Cada 20 Cada 10 5 0 Cada 40 Cada 30 Cada 20 Cada 10 5
Estimacion de foliculos Aa.2016.020 D Estimacion de foliculos Aa.2016.020 L
45000 70000
40000 [ R— ]
65000 ' (]
35000 s s L R L T e
30000 . 60000 e ®
25000
55000
20000
15000 50000
10000
45000
5000
0 40000

0 Cada 40 Cada 30 Cada 20 Cada 10 5 0 Cada 40 Cada 30 Cada 20 Cada 10 5

Cuadro de signifcancias por prueba de Rango Signado de Wilcoxon (NS= no significativo).

Tratamiento Cada 10 Cada 20 Cada 30 Cada 40
Cada 10 - NS NS 0,043
Cada 20 - NS 0,043
Cada 30 - 0,043
Cada 40 -

Conclusion: No se encontraron diferencias significativas en el total de foliculos estimados
realizando la evaluacién de cortes histoldgicos a cada 10y 20 cortes.
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ANEXO 7

COMPARACION DE ESTUDIOS

ESTIMACION FOLICULOS PRE ANTRALES EN OTRAS ESPECIES

Especie (ovarios evaluados) Edad Montaje a Foliculos pre Referencia
cadan antrales/ovario
Feto de Lobo Marino Fino 5 mesesde 1/20 84 002 + 2 097 Este estudio
Peruano (Arctocephalus  gestacion
australis) (n=08)
Silva-Santos,
Feto de Bos taurus (n=10) 180 — 240 1/120 285 155+ 325 195 etal., 2011
dias de
gestacion
Silva-Santos,
Fetos Bos indicus (n=10) 180 — 240 1/120 143 929+64 028 etal., 2011
dias de
gestacion
Silva-Santos,
Adultos Bos taurus (n=10) 72-96 1/120 89 577486 315 etal., 2011
meses
Silva-Santos,
Adultos Bos indicus (n=10) 72-96 1/120 39 438+31 017 etal., 2011
meses
Feto Homo sapiens (n=01) Semana 26 1/50 1082 960+ N.E. Geber, et
de gestacion al.,2012
Adulto Homo sapiens (n=14) 36 — 40 afios 1/200 21 450+ 2 650 Faddy et al.,
1992
Pre plberes de Canis lupus 4 —8 meses 1/70 78 838+ 83 080 Lunardon et
familiaris  tamafio  pequefio al., 2014
(n=20)
Adultos de Canis lupus 1-5afios 1/70 61 641+48 978 Lunardon et
familiaris  tamafio  pequefio al., 2014
(n=20)
Subadultos y adultos de Equus 1.6-10 1/120 10 568+ 2793 Lopes et al.,
assinus (n=20) afios 2017
Adulto de Alouatta caraya > 3 afios 1/120 59921+ N.E. Lopes et al.,
(n=01) 2006

48



ANEXO 8

HISTOMORFOMETRIA DE FOLICULOS OVARICOS EN OTRAS ESPECIES

COMPARACION DE ESTUDIOS

. Adultos Adulto Adultos Adultos Adulto Adulto Adulto Adulto
Medida Fetos Cachorras . . L - Adulto
- a b Sapajus Alouatta Equus Felis s. Saimiri Dasyprocta Vicugna T Homo
A.australis A.australis N d L ¢ g - h i Bos indicus: —
Apella caraya assinus catus macrodon leporina pacos sapiens
Tamafio del nucleo
Foliculo primordial (um) 8,73+1,59 10,04+ 25 106+02* 125+23 16,6 +2,2 12,3+3,7 79+0,1* 6,10 + 0,93* - - 18,3+25
Foliculo transicién (um) 10,97 £ 1,99 - 11,0+0,2* - - - 79+0,1* - - - 185+1,6
Foliculo primario (pum) 12,30 + 2,47 11,12+2,1  11,0+02* 133%272 16,0+4,3 156+2,3 8,2+0,1* 6,70 + 1,24* - - 198+1,6
. . 14,01 +2,70 147+74 13,7+04* 144+25 268+165 186+4,1 34,2 +1,6* 22,3+17,6* - - -
Foliculo secundario (um)
Tamafio del ovocito
Foliculo primordial (um) 23,72 +5,16 2224+78 179+04* 21,1+43 26,9+5.2 231+7.2 14,3+0,1* 12,3 +24* 31,8+4,9 28,1+54 355+50
Foliculo transicion (um) 30,03 + 8,44 - 18,9+ 0,3* - - - 15,9 +£0,2* - 33,1+41 - 36,4+4,8
Foliculo primario (um) 30,18 8,30 2756+111 193+0,3* 249+37 28,1+6,6 30,1+4,7 17,2 +0,3* 14,2 + 3,0* 354+74 31,757 39,7+6,2
Foliculo secundario (um) 45,34 +£11,49 485+232 304+12* 297+50 394+206 408+134 1068+45* 529+176* 491+14 43,8+8,0 -
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Tamafio del foliculo

Foliculo primordial (um) 30,62 + 5,58 30,4+165

Foliculo transicion (um)

Foliculo primario (um)

Foliculo secundario (um)

40,23 +9,75 -

42,93 + 10,62 393+1,7

114,36 + 34,30 95,9+ 16,1

22,1+ 0,5*

24,2 +5,0*

27,3+0,5*

61.2 +4.0*

285+44

355%53

510+73

30,6 £6,0

349+83

70,6 +43,4

28391

41,0+7,6

74,6 £20,3

19,8 +0,1*

233+0,2*

26,6 +0,3*

230,7 £ 9,4*

18,6 +3,4*

23,8+5,7*

88,6 +17,6*

405+54

43,1+5.0

49,2 +8,4

134,7 + 50

36,0+8,0

485+11,4

88,4 £16,7

40,4 £5,0

441+4.8

544+93

XS ohooo o
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