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INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacion pretendid conocer la fisiologia reproductiva
de los camélidos, desarrollando protocolos de estimulacion ovarica para la
induccidn del crecimiento folicular multiple a través de diferentes tratamientos
hormonales.

La poca eficacia de programas de mejora genética y los esquemas de crianza
tradicional basados en apareamientos no programados y la elevada
consanguinidad, han provocado un deterioro de la calidad genetica de los
animales, reflejada en la calidad de la fibra producida. Por lo cual el desarrollo
de biotecnologias reproductivas, nos permitira desarrollar una herramienta para
aplicarla adecuadamente en programas de mejoramiento genético a través de
la produccion de embriones viables obtenidos a partir de las hembras
genéticamente superiores y su posterior transferencia al resto de la poblacion.
Este procedimiento conlleva a mejorar la calidad de estos animales vy

directamente la vida de sus productores.



La superovulacion, ha demostrado ser una buena técnica en los Programas de

Mejora Genética, al permitir acortar los intervalos generacionales, incrementar

el nimero de descendientes a partir de estos animales y facilitar la

diseminaciéon de las caracteristicas genéticas ligadas a la produccion. Sin

embargo; el grado de desarrollo alcanzado por ésta técnica en esta especie es

inferior, y ello es consecuencia de que la mayor parte de los trabajos en los que

se estudia la fisiologia reproductiva son relativamente recientes, por lo que los

conocimientos existentes son escasos a las de otras especies de rumiantes

(bovinos, ovinos y caprinos).

El presente trabajo de investigacion titulado “Produccion y Evaluacion de

Embriones por Superovulacién mediante la utilizacion de la eCG y FSH en

alpacas Huacaya (Vicugna pacos) a 2730 m.s.n.m” tuvo los siguientes

objetivos:

OBJETIVO GENERAL

Evaluar dos protocolos de superestimulacion ovarica para la obtencién de

embriones viables en alpacas huacaya a 2730 m.s.n.m.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la respuesta ovarica al tratamiento hormonal superovulatorio en
funcién al nimero y tamano de foliculos, cuerpos luteos y tasa de ovulacion.

e Evaluar el efecto de la superovulacion, utilizando FSH (Hormona Foliculo
Estimulante) y eCG (Gonadotropina Coridnica equina), en la produccion y

calidad embrionaria.



CAPITULO |

REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1. Antecedentes
Los primeros trabajos de investigacién en camélidos sudamericanos se iniciaron
a partir de la década del 60, como una alternativa tecnolégica de respuesta a
las necesidades de las grandes haciendas, posteriormente el de las empresas y
finaimente al de las comunidades campesinas (Adams y Col., 1989).
La utilizacién de las biotecnologias reproductivas en el Perd es reciente, por lo
tanto, debe realizarse mediante el esquema de nucleos de reproductores en
areas geogréaficas claves de tal manera que sirvan como foco de desarrollo
(Alvarado, 2003).
La superovulacidn y transferencia de embriones son biotecnologias que
alcanzaron su maximo desarrollo a comienzos de 1980 y que cuentan con una

generacion anual de 739,356 embriones, con un total de 520,712 embriones



bovinos transferidos en el mundo, estableciéndose un record en el afo 1999
(Aba, 1995).

La primera cria de alpaca nacida por transferencia de embriones lo obtuvo
Sumar y Franco (1974) y posteriormente se comienza a utilizar una técnica no
quirdrgica para la recogida de embriones, realizando el lavado del utero a los 7
dias de la monta, dichas embriones fueron transferidos en fresco permitiendo el

nacimiento de una cria. (Bourke y Col., 1995).

En un trabajo en el que realizé la recogida de embriones en alpacas, 3 dias
después de la inyeccién de 1000 Ul de hCG (Gonadotropina Coridnica
Humana) se recuperaron 31 embriones de un total de 126 ovulaciones, dichos
embriones se encontraban en el estadio de 2 a 8 blastémeros (Novoa y Col,,

1999).

En un trabajo hecho en llamas se recuperd 37 embriones a partir de 47
hembras no estimuladas (79%) y al ser transferidas a otras hembras receptoras

se obtuvo una tasa de concepcion del 47% (Taylor y Taylor, 2000).

Se realizé un estudio sobre la morfologia de los embriones de la alpaca de la
raza huacaya del tercer al décimo dia de gestacibn temprana, en el cual
utilizando dos grupos: Grupo Control (sin superestimulacion) y el Grupo de
superestimuladas con eCG; determinando que en el 100% de los casos en
hembras control, se encontré un solo embrion; y en hembras estimuladas con

eCG, se pudo recolectar un promedio de 3.9 +3.17 embriones (Cosio, 2000).



En un estudio preliminar evaluaron un protocolo de vitrificacion de embriones de
alpaca sobre la calidad embrionaria de éstos, dos hembras donadoras
recibieron un ftratamiento de superovulacion con eCG y fueron montadas
naturalmente, siete dias después se realizd el lavado uterino no quirtrgico. Se
recuperaron 9 embriones en estadio de blastocisto y clasificados,
encontrandose ocho embriones de buena calidad morfolégica las cuales fueron
transferidos a 8 alpacas receptoras previamente sincronizadas, sin embargo a
la evaluacion ecografica ninguna hembra resulto prefiada (Vasquez y Col,

2007).

Realizaron un estudio sobre el efecto del tratamiento de progesterona- eCG
sobre la calidad embrionaria en llamas, utilizando 30 llamas, las que fueron
divididas en dos grupos: Grupov A (sin tratamiento) y Grupo B (tratamiento con
eCG), la ovulacion fue inducida en ambos grupos mediante monta natural y
aplicacién de 1 mli de GnRH. En el grupo A se recuperaron 5 embriones
(31.25%), mientras que en el grupo B se recuperaron 20 embriones (21.98%).
El 60% de los embriones del grupo A fueron clasificados como grado 1,
mientras que el 40% de los embriones del grupo B fueron clasificados con
grados 2, 3y 4. No se encontraron embriones considekados intransferibles, con
lo que se concluyé que el tratamiento hormonal con eCG no afecta la calidad de

embriones de llama (Evangelista y Col., 2007).

En un trabajo realizado para determinar el momento éptimo para recuperar

embriones del Utero de alpaca mediante método no quirdrgico, determind, que



las alpacas superovuladas con eCG estan presentes en los cuernos uterinos al
dia 6 post copula siendo posible su recuperacién no quirlrgica a partir de ese

dia (Cervantes, 2008).
1.2. Anatomia del aparato reproductor de la hembra

El tamafio y la forma de los ovarios varian con la edad y con su contenido en
foliculos y cuerpos luteos, cuya longitud oscila entre los 5 y 12 mm, su peso
entre los 1,9 y 2,4 g de forma ovalada o circular, aplanados lateralmente, y
presentan una superficie irregular por la presencia de numerosos foliculos cuyo

diametro esta comprendido entre los 3 y 5 mm (Elwishy, 1992).

La presencia de foliculos maduros y, sobre todo, de cuerpos Iuteos le confiere
al ovario un aspecto lobulado. Cada ovario esta rodeado completamente por un
largo pliegue del mesosalpinx con forma conica denominado bursa ovari, cuya
porcion apical forma un amplio oriﬁcio circular que comunica con la fimbria del

oviducto (Bravo y Col., 1991).

Los oviductos son dos conductos delgados y tortuosos, de 15 a 20 cm de
longitud, que comunican la superficie del ovario con el utero. Cada uno se une a
un cuerno uterino a través de un estrecho orificio que forma una papila
protuberante y esta estructura, denominada istmo, que actia como un esfinter
para evitar movimientos retrégrados de los fluidos contenidos en el utero. Las
funciones del oviducto son diversas, destacando la captacidon del ovocito

proveniente del ovario, el transporte y almacenamiento de los espermatozoides



depositados en el utero, proporcionar el ambiente adecuado para que se

produzca la fecundacion y el inicio del desarrollo embrionario (Sumar, 1985).

El atero de la alpaca es bicorne, con forma de “Y”, presentando dos cuernos
uterinos con una longitud media de 7,5 cm y un cuerpo muy corto, en las
hembras no gestantes el drgano se localiza en el interior de la pelvis. El cuerno
uterino izquierdo es mas grande, esta diferenc@a se acentua en las hembras
muitiparas como consecuencia de que el 98% de las gestaciones tienen lugar
en el cuerno izquierdo, la mucosa uterina esta formada por un epitelio cilindrico
y la submucosa por un tejido fibroso denso que contiene pequefias glandulas
uterinas. El tono y el edema del utero se incrementan durante la fase folicular,
manteniéndose relajado y homogéneo durante la fase luteinica (Fernandez-

Bacay Col.,, 1972).

La cérvix es similar al de la vaca, contiene 2 6 3 pliegues anulares y su longitud
oscila entre los 2 y 5 cm, el grado de apertura o cierre estd sometido a
regulacion endocrina, de manera que su luz se dilata durante el celo para
facilitar la copula, mientras que se estrecha durante la gestacién para evitar la
contaminaciéon del Utero mientras se completa el desarrollo embrionario o fetal.
Se protruye en la vagina, formando dos sacos ciegos, uno dorsal y otro ventral

(Sumar, 1985).

La longitud de la vagina varia entre 13 y 15 cm y su diametro esta comprendido
entre 3,5 y 5 cm y se caracteriza por tener una mucosa que forma numerosos

pliegues Es una estructura extensible, por lo que a medida que avanza la



gestacion, el peso del utero ocasiona la desaparicidon de los mencionados
pliegues. El himen, o sus restos, marcan la separacién entre la vagina y la
vulva. La longitud de la vulva es de unos 3 cm y el clitoris es muy pequerno

(Novoa, 1991).
1.3. La pubertad

La mayor parte de las hembras alpaca muestran receptividad sexual entre los
12 y 14 meses, a pesar de haberse comprobado que la actividad ovaérica
(presencia  de foliculos con un diametro superior a los 5 mm) se inicia a

edades mas tempranas (Novoa, 1991).

La aparicién de la pubertad estéd supeditada a las condiciones ambientales,
especialmente a la situacién nutricional. Asi, la pubertad se produce cuando el
animal alcanza e} 60% del peso corporal de un adulto, lo que supone unos 33-

36 kg (Sumar, 1985; Smith, 1985).

La primera gestacidn se inicia a partir de los 2 afios de edad, lo que unido a la
tasa de natalidad media es aproximadamente del 50% en estos animales,
determina que unicamente la mitad de los mismos produzca su primera cria a
los 3 afos, mientras que el resto no lo hace hasta los }4 anos de edad
(Fernandez-Baca y Col.,, 1974). Sin embargo, cuando las condiciones
nutricionales son adecuadas es posible lograr que las hembras inicien su
primera gestacion a los 12 meses de edad, obteniéndose una buena fertilidad

(Fernandez-Baca y Col., 1972; Novoa y Col., 1972).



Se ha comprobado que cuando las hembras de un afio, que presentan buen
desarrollo corporal, se mantienen durante 3 dias consecutivos con machos
adultos (4 a 6 anos), es posible alcanzar porcentajes de fertilidad del 96.1%,
cifras similares a las obtenidas con hembras adultas (Condorena y Velasco,

1977).
1.4. Laovulacion en las alpacas

Los camélidos son especies de ovulacién inducida por la cépula, su estimulo
proporciona el impulso nervioso necesario para desencadenar la secrecion
hipofisiaria de la hormona luteinizante (LH), responsable de causar la ruptura

folicular y la consiguiente liberacidn del dvulo (Fernandez — Baca y Col., 1971).

Se ha definido como ovulacion inducida por la monta, tanto en la llama como en
la alpaca a la ruptura folicular (ovulacion), que ocurre alrededor de las 26 horas
después de la monta y ambos ovarios tienen igual tasa de ovulacion (Englands

y Col., 1969).

La ovulacion puede ocurrir 26 a 30 horas después de la monta o puede ser
inducida artificialmente entre las 24 — 30 horas post inyeccién de Gonadotropina
Coridnica humana (hCG), de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y

de LH (Adams y Col., 1992).

La cépula es relativamente larga en los camélidos sudamericanos, con periodos
variables y existen trabajos que refieren que a mayor tiempo de duracion de la

cdpula se obtiene mayor porcentaje de alpacas que ovulan. Sin embargo; se ha



encontrado que en varios casos, hembras con mas de 20 minutos no llegan a

ovular mientras que en otras con 5 minutos si o hacen (Vivanco y Col., 1985).
1.5. Control neuroendocrino del ciclo reproductivo en la alpaca

La hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) es el neuropéptido clave
gue controla la funcion reproductiva en todas las especies de vertebrados, es
sintetizado” y luego almacenado en el hipotdlamo medio basal el cual
proporciona un enlace humoral entre los sistemas neural yv endocrino. En
hembras de ovulacién inducida (conejos, hurones, gatos y camélidos), la
liberacidn preovulatoria de GnRH y el resultante surgimiento preovulatorio de

LH, es inducido por el estimulo sensorial genital durante la monta (Novoa y Col.,

1999).

En especies de ovulacion espontanea la liberacidon de GnRH es inducida por
esteroides ovaricos, los que estimulan secrecidn pulsatii de GnRH hacia la
eminencia media y este se traduce en un estimulo para la secrecion pulsatil

preovulatoria de LH (Hafez, 2000).

Es importante el rol que juega el estradiol en ovuladores espontaneos en la
funcion neuroendocrina, no obstante se ha reportado que las neuronas de
GnRH no poseen receptores para esteroides. Por lo tanto, estos ultimos no
podrian estimular la sintesis de GnRH directamente, sin la participacion de

neurotransmisores (Bhat y Col., 1998).

10



Las neuronas noradrenérgicas proyectan estimulo al hipotalamo medio basal y
cuando éste estd activado promueve la liberacion de GnRH en terminales
nerviosos de la eminencia media y es conducida a través del sistema
hipotédlamo — hipofisiario hasta la hipdfisis anterior y es aqui donde la GnRH
estimula la liberacion de las Gonadotropinas: hormona luteinizante (LH) y
hormona foliculo estimulante (FSH), las cuales regulan la esteroidogénesis y la

maduracioén de gametos (Hafez, 2000).

El rol principal de la secreciéon de la LH es la induccion de la ovulacion
después de la cual se produce la luteinizacidbn de las células del foliculo
ovulatorio y comienza la secrecion de P, la cual tiene un efecto de
retroalimentacion negativa en el hipotalamo, al prevenir la secreciéon de GnRH y
desensibilizar los gonadotrofos de la hipéfisis a la accién de GnRH. (Hafez,

2000).

Otra sustancia que actia como neurotransmisor en la regulacién del eje
hipotalamo - hipdfisis es el leptin, que es una proteina sintetizada en el tejido

adiposo y secretada a la circulacion (Zieba y Col., 2004).
1.6. Dinamica folicular en camélidos sudamericanos

En alpacas y llamas hembras no expuestas al macho, desarrollan ondas
foliculares sucesivas, en tres fases de desarrollo, para lo cual, un grupo de
foliculos son reclutados, de ellos es seleccionado uno e inicia su crecimiento,

diferenciandose y alcanzando el tamafio ovulatorio (27 mm de diametro);

11



mientras que los demas regresionan. En la fase de maduracién el foliculo
dominante inhibe el desarrollo de los foliculos mas pequerios, reportandose una
relacién inversa entre el diametro del foliculo dominante y el nimero de foliculos

pequefos (Bravo y Col., 1990).

Con respecto al largo de la onda folicular en camélidos sudamericanos, se
determind un promedio total de 13.8 dias, siendo para el estadio de crecimiento
4.8 + 1.5 dias; de maduracién 5 + 1.6 dias y para el de regresiéon 4.0 + 1.1
dias, encontrandose variaciones de 22.6 + 2.5 dias con respecto al largo de
onda; fase de crecimiento (desde 3 mm a su maximo diametro) de 9.2 + 2.8
dias; maduracion de 5.2 + 1.4 dias y regresion de 82 + 2.2 dias; estas
diferencias encontradas se deberian al estado lactacional de los animales

empleados (Adams y Col., 1990).

El intervalo entre ondas foliculares, es decir el periodo entre la emergencia de
foliculos dominantes sucesivos, en promedio en alpacas es de 15.8 £ 0.6 dias y
en llamas de 18 + 2.6 dias, se sugiere que la extension de estos intervalos
varia en relacién al diametro del foliculo dominante, es decir, un menor intervalo

estaria asociado con el menor diametro del foliculo (Vaughan, 2001).

El desarrolio de la onda folicular en alpacas se da de manera alterna en ambos
ovarios, esto se comprueba con la presencia del foliculo dominante en ambos

ovarios en un 85%,detectandose después de la ovulacion el cuerpo luteo en

12



llamas en el ovario derecho en 51%, ovario izquierdo en 47% y en ambos 2%

(Sumar, 1993).
1.7. Control de la dinamica de crecimiento folicular

En camélidos, la sincronizacion de las oleadas de crecimiento folicular, se
realiza con tres objetivos: Asegurar la presencia de un foliculo preovulatorio en
el momento de ia monta, o de lo contrario asegurarnos de que un tratamiento
superovulatorio se inicia durante el comienzo de una oleada de crecimiento
folicular y en ausencia de un foliculo dominante, y por ultimo sincronizar el ciclo
de la hembra donante y las receptoras en un programa de transferencia de

embriones (Vaughan y Col., 2004).

La progesterona y los progestagenos han demostrado ser eficaces en el control
y sincronizacion de las oleadas de crecimiento folicular en diferentes especies.
Esta hormona al ser secretada durante una fase luteal o durante la gestacidon
altera la dinamica de crecimiento folicular, reduciendo el tamano alcanzado por
el foliculo dominante y acortando la duracion de la oleada en las llamas

(Lauderdale y Zilbelman, 1974).

La administracion de 50 mg diarios de progesterona durante 13 dias
consecutivos, altera la dinamica de crecimiento folicular y provoca el inicio de

una nueva oleada a los 7 dias de finalizar el tratamiento (Alberio y Aller, 1996).

La aplicacion de dispositivos intravaginales impregnados con 0,33 g de

progesterona (CIDR) durante 7 dias provocd la supresion del crecimiento

13



folicular por encima de los 7 mm y la aparicibn de una nueva oleada de
crecimiento folicular a los 5,0 £ 1,0 dias de la finalizacidbn del tratamiento

(Chaves y Col., 2002).

La administracion de estradiol en una dosis de 0,5 0 2 mg indujo regresién del
foliculo dominante y una nueva oleada de crecimiento folicular con el desarrollo
de un nuevo foliculo preovulatorio al cabo de 10 a 12 dias del tratamiento (Ratto
y Col., 2003). Otro método utilizado para la sincronizacién de las oleadas de
crecimiento folicular se basa en la induccién de la ovulacion del foliculo
dominante administrando LH, lo que permite el desarrollo de un nuevo foliculo

dominante al cabo de 5,2 + 0,5 dias de fratamiento (Ratto y Col., 2003).

1.8. Actividad Luteal

El cuerpo Iateo se desarrolla en el ovario a los 5 dias de la copula,
observandose una elevacidn de los niveles de progesterona entre los 4 y 6 dias
después del coito y alcanza su tamano maximo {10 a 15 mm) entre 8 dias
después del coito, coincidiendo con los niveles maximos de progesterona. A
partir de los 4 dias de la ovulacién puede visualizarse el cuerpo luteo con

relativa facilidad utilizando ecografia transrectal (Sumar, 1988).

En ausencia de gestacion la vida del cuerpo Iluteo es muy corta, 8 a 9 dias, al
cabo de los cuales se inicia su regresion, reduciéndose su diametro a la mitad a
los 12 dias del coito, al tiempo que desciende la secrecidn de progesterona,

alcanzando su nivel mas bajo en los dias 14 6 15 y cuando no existe gestacion,

14



las hembras vuelven a mostrar receptividad sexual 12 a 14 dias después de la

ultima cépula (Fernandez-Baca, 1970).

La actividad secretora del cuerpo luteo de los camélidos puede determinarse a
través de los niveles plasmaticos de progesterona o los niveles urinarios de
glucuronato de pregnanaodiol, ya que se ha comprobado que los cambios en las
concentraciones de ambas sustancias son paralelos a las variaciones en el

tamario del cuerpo Iuteo (England y Col., 1969).

Algunos autores sefialan que la existencia de unos niveles plasmaticos de
progesterona superiores a 0,32 ng/ml, indican de la existencia de un cuerpo
luteo funcional, mientras que otros establecen unos valores minimos de 2 ng/ml.
Se ha descrito la existencia de fases luteales cortas, con una duracion de tan

sélo 4 dias, tanto en las llamas como en las alpacas (Sumar, 1988).

Los foliculos en regresion pueden transformarse en foliculos anovulatorios
luteinizados, los cuales han perdido la capacidad de secretar los factores
necesarios para que se produzca la bvulacién. Pero la existencia de un cuerpo
lGteo funcional no interrumpe las oleadas de crecimiento folicular, de manera
gue a los pocos dias de la ovulacion se forma un nuevo foliculo dominante

(Adams y Col., 1991).

La presencia de progesterona reduce el crecimiento folicular, de tal manera que
_el nimero de foliculos que inician el crecimiento y el diametro alcanzado por el

foliculo dominante son mas reducidos (Aba y Col., 2005).
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La regresion del cuerpo luteo es consecuencia de la secrecion endometrial de
PGF2a que llega a la circulacion sistémica a través de las venas uterinas
provocando la lutedlisis en los camélidos. Un hecho curioso observado en los
camélidos es que el cuerno uterino izquierdo tiene un efecto luteolitico local y
sistémico, mientras que el efecto luteolitico del cuerno derecho solamente es

local, por lo tanto, solo afecta al ovario derecho (Del Campo y Col., 1996).

1.9. Comportamiento sexual

Los camélidos domésticos, alpacas y llamas, al ser especies de ovulacion
inducida no presentan ciclos estrales definidos, por lo cual existen periodos de
receptividad sexual que son bastante prolongados durante la época de
apareamiento y en ausencia de machos pueden durar hasta los 36 dias
presentando breves interrupciones que no sobrepasan las 48 horas (San Martin

y Col., 1968).

A medida que avanza la estacion reproductiva, la intensidad del estro en las
hembras receptivas se reducen y la receptividad sexual no esta siempre
asociada con la presencia de un foliculo dominante, el comportamiento
observado durante la etapa de receptividad sexual puede dividirse en cortejo y
monta. La fase de cortejo se inicia cuando un macho sexualmente activo entra
en contacto con una hembra, tiene una duracién variable dependiendo de la

libido y fortaleza del macho, oscilando entre unos segundos hasta los 10 min y
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cesa cuando se produce la monta o el macho comprueba que es rechazado

(England y Col., 1971).

Cuando la hembra esta receptiva adopta una posicidon de decubito esternal en
presencia del macho o en las proximidades de una pareja que esta copulando.
Algunas hembras montan a otras que estan echadas, ejecutando movimientos
pélvicos similares a los machos pero dicho estimulo no es suficiente para
inducir la ovulacién (Novoa, 1970). Pero cuando una hembra no receptiva es
perseguida por un macho, trata de escapar por todos {os medios y se defiende

pateando y escupiendo (Fernandez-Baca y Novoa, 1968).

Durante la copula el macho maniobra su pene alrededor de la vulva hasta
ubicar la vagina, atraviesa el cérvix, con movimientos suaves hasta llegar a uno
de los cuernos uterinos, para ir posteriormente cambiando sucesivamente de un
cuerno a otro a lo largo de la eyaculacion (Franco y Col., 1981). La duracién
media de la copula suele ser de 20 a 30 minutos, aunque el rango es muy
amplio variando entre 5 y 65 min. No existen signos externos indicativos del

momento en que ocurre la eyaculacion (Novoa, 1991).
1.10. Estacionalidad reproductiva

Existen opiniones contradictorias en relacidon a la existencia o no de
estacionalidad reproductiva en los camélidos sudamericanos, lo que podria
indicar que su patron reproductivo esta influido tanto por las condiciones

ambientales, como por las de manejo a que son sometidos. En su habitad
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natural tienen un comportamiento estacional de tal manera que los partos se
producen entre enero y abril, esta época del afio coincide con las condiciones
ambientales que son mas favorables por ser los meses mas templados vy
lluviosos. Durante los cuales existe una mayor disponibilidad de pastos

(Franklin, 1983).

En el hemisferio norte las llamas y alpacas se reproducen a lo largo de todo el
afo y en Nueva Zelanda se reproducen tanto en los meses de primavera, como
durante el otofio. Aungue algunos estudios indican que la actividad sexual de

los machos disminuye durante la primavera (Johnston, 1988).

La fisiologia reproductiva de la alpaca esta supeditada al manejo que reciben
los animales. Asi, en los rebarios de las comunidades campesinas en los que
generalmente se mantienen los machos y las hembras agrupados a lo largo de
todo el afio, las alpacas paren unicamente entre los meses de enero y abril. En
cambio cuando no hay asociacién permanente entre hembras y machos, se los
junta peridédicamente y los apareamientos y la gestacién ocurren en meses

diferentes a los antes sefalados (Pollard y Col., 1994).

El continuo agrupamiento de machos y hembras ejerce un efecto inhibitorio
sobre la actividad sexual de los primeros, pudiendo ocasionar e incluso, la
completa desaparicion de la libido. Sin embargo; estos recuperan su actividad
sexual de manera inmediata cuando son introducidos a un nuevo rebafio de

hembras (Sumar y Adams, 1997).

18



Cuando existe completa separacion de machos y hembras y solamente se
permite la copula de forma esporadica (por ejemplo una vez al mes) ambos
sexos se mantienen sexualmente activos durante todo el afio y los partos

pueden producirse en cualquier época del mismo (Huanaco y Rodriguez, 1986).

Se desconoce los mecanismos que regulan la estacionalidad sexual de las
hembras o la inhibicién de la libido del macho como consecuencia del contacto
continuo con hembras. Sin embargo, se considera que podrian intervenir
algunos factores como la nutricidn, la temperatura, la humedad y las horas de
luz, asi como estimulos visuales u olfativos, por su capacidad para influir en los

centros nerviosos que controlan el comportamiento reproductivo (Brown, 2000).

1.11. Hormonas utilizadas para inducir superovulaciéon en los camélidos
a. Hormona Liberadora de Gonadotropina (GnRH)

La' hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) es el neuropéptido clave
que controla la funcion reproductiva en todas las especies de vertebrados. En
hembras de ovulaciéon inducida, la liberacidn preovulatoria de GnRH vy el
resultante surgimiento preovulatorio de LH, es inducido por el estimulo sensorial
genital durante la monta (Novoa y Cal., 1999).

La GnRH es sintetizado y luego almacenado en el hipotalamo medio basal.
Proporciona un enlace humoral entre los sistemas neural y endocrino. En
especies de ovulacién espontanea, la liberacion de GnRH es inducida por
esteroides ovaricos, los que estimulan secrecidén pulsati de GnRH hacia la

eminencia media y este se traduce en un estimulo para la secrecion pulsatil
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preovulatoria de LH. Pero en hembras de especies de ovulacion inducida el
patron de liberacion de GnRH es diferente, ya que el estradiol actua en el
cerebro para inducir aspectos de comportamiento sexual de proreceptividad y

no directamente en la liberacién de GnRH (Hafez, 2000).

b. Hormona Foliculo Estimulante {(FSH)

La FSH es una hormona glucoproteica, cuyo peso molecular es de 37,300
Daltons, compuesta por dos subunidades; una subunidad a que es
estruciuralmente similar a la LH y una subunidad B responsable de su actividad
bioldgica especifica. Tiene un componente caracteristico de carbohidratos
constituido por azucares neutros, hexosaminas y un bajo contenido en acido
sidlico. Este ultimo aspecto provoca que su vida media sea muy corta,
aproximadamente de 110 minutos, lo que obliga a realizar aplicaciones
repetidas para conseguir una buena estimulacién ovarica (Grimek y Col., 1979).
Esta hormona es sintetizada por las células baséfilas de la regidn central de la
adenohipéfisis y su principal funcién en la hembra es inducir el crecimiento
folicular estimulando la proliferacién de las células de la granulosa de foliculos
antrales, las cuales presentan receptores especificos para esta hormona
(Monniaux y Col., 1983).

La FSH, por si sola, no estimula la secrecidon de estrégenos en el ovario, sino
que para ello necesita de la presencia de LH, en las hembras de los camélidos
los niveles basales de FSH han sido establecidos en valores proximos a los 5

ng/ml. Sin embargo, en algunas etapas del ciclo alcanza valores de 15-20 ng/m|
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' manteniéndose durante 5-6 dias, promoviendo el crecimiento y la maduracion
del foliculo ovarico o foliculo de Graf (Hafez y Hafez, 2002).

c. Gonadotropina Coridnica Equina (eCG)

Esta hormona fue descubierta por Cole y Hart (1930), al comprobar que la
administracidn de suero de yegua gestante a un grupo de ratas estimulaba el
crecimiento folicular e incrementaba la tasa de ovulacion, estableciendo asi la
base del tratamiento superovulatorio (Gonzalez - Mencio y Col, 1978).

Esta hormona es una glucoprotex’nav presente en grandes cantidades en el
suero de yegua entre los dias 46 y 130 de gestacién y presenta en una misma
molécula actividades biologicas propias de la FSH y de la LH (Papkoff, 1978).
La molécula esta compuesta por dos subunidades una a y otra . La primera es
la responsable de las actividades FSH y LH, mientras que la subunidad 8
determina la amplitud de su actividad. E} alto contenido en acido sialico de la
molécula de eCG le confiere una larga vida media, que supera ampliamente a
lasdelaFSHy la .LH (Hafez y Hafez, 2002).

Existen diversos estudios en los que se ha comparado el efecto de ambas
gonadotropinas (eCG y FSH) en la estimulacion ovarica de los camélidos
domésticos, obteniéndose resultados variables. Sin embargo; otros autores
sefalan que el tratamiento con FSH permite obtener mejores resultados que la
eCG cuando se evaluan el nimero de foliculos que crecen y el numero de
cuerpos luteos formados tras la ovulacion (Ratto, 2005).

El efecto de estas hormonas podria estar condicionado por la especie. Asi, en

un trabajo en el que se compara la respuesta de las alpacas y las llamas
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sometidas a la estimulacién ovarica con eCG, iniciando el tratamiento durante la
emergencia de las ondas de crecimiento folicular, se comprueba que en las
llamas se produjo e} desarrollo de foliculos y cuerpos liteos en mayor nimero,
mientras que en las alpacas fue menor (Huanca y Col., 2006).

La dosis de eCG mas adecuada para conseguir la superovulacién en las
alpacas ha sido establecida entre 500 y 750 Ul, seguida de 750 Ul de hCG para
inducir la ovulacion El empleo de dosis superiores determina un considerable
incremento de la frecuencia de aparicién de foliculos quisticos (Novoa y Col,,
1999).

d. Prostaglandina (PGF2a)

Las prostaglandinas se aislaron primero de liquidos de glandulas sexuales
accesorias y se denominaron prostaglandinas por su a asociacion con la
prostata. Casi todos los tejidos corporales Jla secretan. Todas las
prostaglandinas son acidos grasos hidroxiinsaturados de 20 carbonos con un
ciclopentano, el acido araquiddnico es un acido graso esencial, precursor de las
prostaglandinas relacionadas mas estrechamente con la reproduccion,

principalmente con la PGF2a y prostaglandina E2 (Hafez y Hafez, 2002).

La mayor parte de las prostaglandinas actuan localmente en su lugar de
produccién, y a diferencia de otros agentes hormonales, las prostaglandinas no
se localizan en ningun tejido en particular, sino que son transportadas en la
sangre para actuar en un tejido blanco, lejos del lugar de su produccién (Hafez

y Hafez, 2002).
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La PGF2a es el agente luteolitico natural que finaliza la fase latea (de cuerpo
amarillo) del ciclo estral y permite el inicio de un nuevo ciclo estral en ausencia
de fertilizacion. Esta es particularmente potente para finalizar la prefiez
temprana y se pueden considerar como hormonas que regulan varios
fenémenos fisiolégicos y farmacoldgicos, como la contracciéon del musculo liso
en los aparatos gastrointestinal y reproductivo, ereccién, eyaculacion, trasporte
de espermatozoides, ovulacion, formaciéon del cuerpo amarillo, el parto y la

eyeccidn de la leche (Hafez y Hafez, 2002).

El aumento del estrégeno, estimula la sintesis y liberacion de PGF2a. En
animales prefiados, el embridn en desarrollo manda una sefial al Utero
(reconocimiento materno de la prefiez), previniendo los efectos luteoliticos de la
PGF2a y la capacidad de la misma para inducir lutedlisis, ha sido aprovechada

para manipular el ciclo estral e inducir el parto (Hafez y Hafez, 2002).

1.12. Induccién de la ovulacion

Para inducir la ovulacion en las alpacas y las llamas se recurre a la
administracion de hormonas con actividad de LH. La mas comunmente utilizada
es la hGC (Gonadotropina Coridnica humana), a unas dosis que varian desde
10 a 1 600 U.l. Aunque son suficientes 750 Ul de hCG para inducir ovulacidén en
la mayor parte de los animales (Huanca y Col., 1999).

Existen algunos estudios en los que se ha comprobado que la administracion de
GnRH, es eficaz para provocar la liberacion endégena de LH. Ahora para que la

GnRH sea capaz de inducir la ovulacion, es necesario utilizar concentraciones
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superiores a los 1000 pg. Sin embargo; cuando se emplean analogos sintéticos
de fa GnRH como la buserelina, las dosis necesarias para inducir la ovulacion
son notablemente inferiores a 8 ug (Huanca y Huanca, 2003).

La ovulacion se produce generalmente a las 26 h de la inyeccion de hCG y a las
28 h de la aplicaciéon de GnRH, el foliculo dominante debera haber alcavnzado
un didmetro superior a los 7 mm y estar en fase de crecimiento (Adams y Col,
1992).

La estacién del ano influye significativamente en Ja respuesta a los productos
administrados. Es asi que durante el mes de enero se puede provocar la
ovulacién con dosis reducidas de hCG (250-500 Ul), mientras que durante los
meses de abril y mayo, es necesario emplear concentraciones superiores las
500 y 750 Ul para conseguir ovulaciones entre el 90 y el 100% de los animales
(Huanca y Col, 2000),

Se ha comprobado que cuandq se deposita semen la porcidén anterior de la
vagina, se produce la ovulacion. Las inyecciones intramusculares con plasma
seminal, también inducen la ovulacion en llamas y alpacas (Cheny Col., 1985).

1.13. Superestimulacion ovarica

La super estimulacion ovarica consiste en inducir el crecimiento, maduraciéon y
ovulacién de un gran numero de foliculos de manera simultanea. Sin embargo,
los camélidos presentan algunas diferencias fisioldgicas respecto a otras
especies domeésticas que se ha de tener en cuenta al aplicar estos tratamientos,

ya que son especies que no presentan fases luteales espontaneas y el foliculo
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dominante permanece activo durante periodos prolongados en las hembras no

gestantes (Moor y Col.,1984).

Para que los tratamientos hormonales de estimulacién ovarica consigan los
objetivos marcados es necesario iniciarlos durante una fase luteal y en ausencia
de un foliculo dominante (Monniaux y Col., 1983). En un estudio realizado, se
evaluo el efecto de la eCG durante la fase folicular y luteinica, comprobandose
que la efectividad era mayor cuando se aplicaba en la segunda etapa del ciclo
(Velasquez y Novoa, 1999).

Los tratamientos superovulatorios se basan en la administracion de
gonadotropinas (eCG y FSH), tras la sincronizacidon de la oleada de crecimiento
folicular durante una fase ldteal natural (mediante la induccién de la ovulacién
con analogos de GnRH) o una fase luteal artificial (mediante la administracion

exogena de progesterona), (Huanca, 2008).

La estimulacion hormonal del ovario incrementa el numero de foliculos
reclutados al comienzo de cada oleada de crecimiento folicular. Sin embargo;
cuando los foliculos son reclutados mediante este procedimiento, su velocidad
de crecimiento es mayor y la maduracion de los ovocitos liberados muestra
diversos grados de inmadurez nuclear o citoplasmética, que puede repercutir
negativamente en la fecundacion y en el desarrollo embrionario. Pero estos

factores no han sido evaluados en los camélidos sudamericanos (Sirard y Col.,

2000).
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1.14. Superestimulacion ovarica durante una fase luteal natural

La induccion de la ovulacion del foliculo dominante y la formacion de un cuerpo
luteo se consigue mediante la administraciéon de hCG o de analogos de la
GnRH. (Huanca y Col, 2000).

En un estudio donde se administré una inyeccion intramuscular de 1 000 Ul de
eCG a los 7 dias de la induccion de la ovulacién. Posteriormente se provocé la
lisis del cuerpo Iuteo, mediante la administracion de un analogo de la PGF2a en
el dia 9, cuando los foliculos alcanzaron un diametro de 9 mm se inyectaron
750 U de hCG para provocar la ovulaciéon. El nimero de embriones obtenidos
utilizando este tratamiento en llamas fue muy variable y se situaba en un rango

comprendido entre O y 6 (Bourke y Col., 1995).
1.15. Superestimulacion ovarica durante una fase liteal artificial

En alpacas, se ha comprobado que la administracion de 1 000 Ul de eCG al
final de un tratamiento con CIDR produjo mayor respuesta ovarica, determinada
en base al nimero de cuerpos luteos, que el tratamiento en fase folicular

(Velasquez y Novoa, 1999).

La utilizacién de implantes subcutaneos de norgestomet en llamas, durante un
periodo de 7 dias, combinada con una dosis de 1 000 Ul de eCG en una unica
aplicacion, administrada en el dia 5, permite obtener una buena respuesta
ovarica de 6 a 13 foliculos. Sin embargo; el nimero de embriones recuperados

fue bajo de 1 a 3 embriones por donante, rango de 0 a 4 (Bourke y Col; 1995).
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La utilizacién de este mismo protocolo seguido de 500 Ul de eCG o 50 mg de
FSH (durante 4 dias en dosis decrecientes) provocd el crecimiento de 05

foliculos y permiti obtener 1 a 2 embriones por donante (Aguero y Col., 1999).

Los trabajos de investigacién realizados demuestran que la insercién de un
dispositivo intravaginal en cualquier etapa del ciclo inhibe el desarrollo folicular,
lo que se pone de manifiesto por la ausencia de foliculos con un diametro
superior a los 6 mm a los 5 dias de la insercidon del dispositivo (Chaves y Col.,

2002).

Otro protocolo de tratamiento utilizado fue la administracién de una inyeccién de
benzoato de estradiol, seguida de la aplicacién de un CIDR durante 8 dias, al
final de este periodo se administraron 1 200 Ul de eCG obteniéndose respuesta
ovéarica en un 80% de las hembras tratadas. El numero medio de foliculos,
cuerpos luteos y embriones recuperados fue de 01, 02 y 04 respectivamente,
considerando unicamente las hembras que respondieron al tratamiento (Aller y

Col., 2002).

1.16. Superestimulacion ovarica aplicada durante la fase de receptividad

sexual

Los tratamientos de superestimulacidn ovarica se han lievado a cabo, también,
en llamas y alpacas durante la fase folicular, iniciando la administracién de
hormonas cuando las hembras presentaban comportamiento de celo durante

varios dias consecutivos (Huanca y Col., 1999).
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En llamas, se compararon los resultados obtenidos al administrar FSH (220 mg
en dosis decrecientes) y eCG (500 Ul), donde los mayores porcentajes de
ovulacién se obtuvieron en los animales tratados con FSH, con respecto a los
animales tratados con eCG. Estos resultados demostraban que con la FSH, se
puede lograr una respuesta ovarica satisfactoria en la induccion de la

superovulacion, durante el estro conductual (Correa y Col., 1997).

El incremento de la dosis de gonadotropinas produce mayor respuesta ovarica,
pero no permite incrementar el nimero de embriones recuperados, lo que
posiblemente se deba a la existencia de interferencias en el transporte de los

gametos (Ratto y Col., 1999).

En un estudio realizado en alpacas, se aplicaron dos protocolos de tratamiento,
iniciando ambos durante la etapa de receptividad sexual. El prirﬁero de ellos
(T1) consistié en administrar 750 Ul de hCG durante tres dias, para inducir la
ovulacién. El segundo tratamiento (T2) consistio en administrar 300 Ul eCG
durante tres dias. En ambos grupos se practicaron dos montas con machos
fértiles. A los 7 dias se evalud la respuesta ovarica, pudiéndose observar que el
numero de cuerpos luteos en ambos ovarios era mayor en el grupo T1, que en
el T2 respectivamente. Por el contrario, el numero de foliculos con un diametro
superior a 10 mm fue inferior en el T1 que en el T2, de tal forma que el primero
de los tratamientos permitio obtener una mejor respuesta ovulatoria (Huanca y

Col., 2000).
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Otro protocolo aplicado en alpacas durante la época de receptividad sexual
consistié en administrar 250 Ul de eCG y una pequefia dosis de FSH (dosis
total 8,75 mg) en cantidades de decrecientes mediante inyeccién en la
submucosa vulvar, obteniendo 04 embriones por hembra tratada (Palomino y

Col., 1996),

La respuesta de las alpacas a un tratamiento superovulatorio aplicado durante
el periodo del celo, es mayor cuando los animales han desarrollado un cuerpo
luteo en el ciclo anterior. Este hecho podria indicar que la progesterona
endégena aumenta la sensibilidad del eje hipotalamo-hipofisiario, favoreciendo

la secrecién de gonadotropinas (Leyva y Garcia, 1999).

1.17. El Empadre

La monta ha sido definida en dos fases caracteristicas, una primera de cortejo y
posteriormente una fase de cépula. En la primera etapa el macho persigue e
intenta montar a la hembra, esta maniobra es de corta duracion, al ser aceptado
el macho por una hembra receptiva se inicia la fase de cépula (Vivanco y Col.,
1985).

La fase de cbpula o apareamiento, se caracteriza por su brusquedad y
violencia, pudiendo haber competencia entre machos de distinta edad, o que se
traduce en peleas continuas donde los vencedores inhiben la conducta sexual
de los perdedores, lo que se traduce en una baja de la fertilidad del rebafo

(Huancay Col., 2001).
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Durante la copula las hembras demuestran una actitud calmada, siendo el
macho quién demuestra su excitacién. La hembra adopta una posicion re-
cumbente con sus miembros posteriores flectados y los anteriores extendidos,
el macho se ubica por detras de la hembra apoyando su porcién esternal sobre
el lomo de ésta, para luego depositar el semen intrauterinamente (Franco y
Col., 1981).

El fenébmeno de la copula, dura varios minutos (18,4 en la alpaca y 24 minutos
en la llama) tendiendo a ser mas prolongada en invierno y mas corta en verano
(Englands y Col., 1971).

1.18. Lavado y recuperaciéon de embriones

La recuperacion de los embriones puede ser realizada por métodos quirdrgicos
0 no quirdrgicos. El primer trabajo en el que se describe la recoleccidén de
embriones de alpaca se efectud a través de una laparotomia y el abordaje

quirurgico del oviducto (Cervantes, 2008).

En un trabajo en el que se realiz6 la recogida de embriones 3 dias después de
la inyeccion de 1000 Ul hCG, se recuperaron 31 embriones de un total de 126
ovulaciones, dichos embriones se encontraban en el estadio de 2 a 8
blastomeros. Sin embargo, cuando la recogida se efectué entre 7 y 8 dias
después de administrar 750 Ul de hCG no fue posible recuperar ningun
embrion. Estos datos podrian indicar que el desarrollo temprano de los
embriones de alpaca es mas rapido que en otras especies de rumiantes (Ratto

y Col., 1999).
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Posteriores estudios indican que la recuperacién de embriones en estadio de
blastocistos puede ser realizada a los 7 dias post servicio y puede realizarse
mediante técnica no quirurgicas, similar a la descrita en vacunos (Del Campo y

Col., 1997).

1.19. Clasificacidon de Embriones
Los embriones recuperados son evaluados y clasificados de acuerdo con los
establecidos por la IETS (1998) en vacunos, para ello toma en cuenta los
siguientes parametros morfologicos: forma del embridn, color y textura del
citoplasma celular, numero y compactacion de las células, variacion del tamafio
de las células, tamafo del espacio perivitelino, numero y tamario de las
vesiculas, presencia de blastdmeros degeneradas y extraidas, apariencia de la
zona pelucida. Estableciéndose las siguientes categorias:

» Embriones Excelentes, se encuentran en uno de los estados de desarrollo
esperados (blastocisto 0 blastocisto eclosionado), no muestran anomalias
morfolégicas aparentes, son esféricos y simétricos y sus células son
uniformes en cuanto a color, tamano y textura.

> Embriones Buenos y Regulares, se encuentran en uno de los estados de
desarrollo esperados, presentan muy pocos defectos morfolégicos como
algun blastdbmero expulsado de la masa principal, forma ligeramente

irregular o contienen alguna vesicula.
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> Embriones Malos, se encuentran en uno de los estados de desarrollo
esperado pero presentan defectos importantes, aunque no sean
determinantes para su viabilidad posterior. Incluye aquellos embriones con
numerosos blastomeros separados de la masa celular principal, presencia
de nucleos picnéticos, etc.,, pero siempre con una masa celular
aparentemente viable.

» Embriones Degenerados y Retardados, embriones con amplia
degeneracion celular y/o con un estado de desarrollo seriamente retardado,
sin presentar una masa principal viable.

Apoyandose en esta clasificacién y con el fin de simplificar la interpretacién
de los resultados, se han adaptado los criterios descritos por Stringgfellow y
Seidel (1998), para evaluar la calidad de los embriones bovinos, utilizando la

siguiente terminologia:

> Moérulas, Los blastdmeros individuales no se identifican. La masa celular
del embridén ocupa la mayoria del espacio perivitelino.

> Blastocistos excelentes, Incluye aquellos blastocistos eclosionados que
mostraban unos bordes bien delimitados y no presentaban defectos
morfoldgicos.

> Blastocistos Buenos, Incluye aquellos blastocistos eclosionados que
presentan bordes con ligeras irregularidades, que no son muy manifiestas.
> Blastocistos Regulares, Incluye aquellos blastocistos eclosionados

cuyos bordes eran irregulares y aparecian arrugados.
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> Blastocistos Malos o degenerados, Incluye aquellos blastocistos
eclosionados con bordes muy irregulares y que contenian células

picnéticas.

1.20. Influencia del tratamiento superovulatorio en la posterior fertilidad

de la hembra donante

Las hembras donantes recuperan rapidamente la normalidad de su aparato
genital, ya que la ecografia permite comprobar que el aspecto del utero es
normal a las 3 semanas del lavado y con un unico servicio se logré una tasa de

gestacion del 40 % (Huanca y Col., 2006).

En un estudio realizado con 10 alpacas de fertilidad comprobada sometidas a
superovulacibn y posterior recuperaciébn de embriones utilizando un
procedimiento quirdrgico, se pudo comprobar que el 70% de los animales
qguedaron gestantes en un breve periodo. Estas observaciones nos permiten
afirmar que el tratamiento superovulatorio, el manejo y el lavado uterino tienen

escasa influencia en la fertilidad de las donantes (Franco y Col., 1999).
1.21. Influencia de la alimentacion en la reproduccion

Los pastos constituyen entre el 65 y 100% de la alimentacién del ganado vy la
calidad del pasto afecta la reproduccién del ganado que o consume, un exceso
o deficiencia de ambos componentes (energia y proteinas), se asocia a

problemas reproductivos (Garcia, 2010).
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La edad al primer servicio esta condicionada por la pubertad y el desarrollo
corporal, que depende a su vez de la disponibilidad de recursos forrajeros. En
régimen extensivo, las hembras reciben generalmente su primer servicio a los 2
afnos de edad, y en caso de que el desarrollo corporal sea deficiente se retrasa
hasta los tres afios. Sin embargo; cuando los animales se alimentan en
praderas cultivadas se acelera la velocidad de crecimiento, por lo que es

posible realizar el primer servicio a los 12 meses de edad (Larico, 1987).
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

2.1. Lugar de Estudio

El presente trabajo de investigacién, se realiz6 en las instalaciones del
Laboratorio de Biotecnologia y Reproduccion Asistida de la Estacion
Experimental Agraria Canaan — INIA., ubicado en el distrito de Ayacucho,
Provincia de Huamanga, Region Ayacucho, a 2 730 m.s.n.m. Cuenta con una
latitud sur de 13°10°09 y a 74°12'82 de longitud oeste, con una precipitacién
fluvial de 250 - 500 mm anual, una temperatura media de 18°C y pertenece a
una zona Agroecoldgica de Sierra tropical media alta y cuenca hidrografica de

Yucaes (Anexo 01).
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2.2. Duracién del Trabajo

El presente trabajo tuvo un periodo de duracién de 08 meses, desde la revision

de la bibliografia, hasta la sistematizacion de los datos.

2.3. Materiales

2.3.1. Materiales biolégicos
» Animales
Se utilizaron 20 alpacas distribuidas en 02 grupos, 10 animales para
someter al tratamiento con eCG y 10 con FSH, las hembras seleccionadas
tuvieron edades comprendidas entre 3 - 6 anos, con peso promedio de 60
y 70 kg, con condicion corporal regular de 2.5 a 3 (escala de 1 a 5). Todas
las hembras recibieron las mismas condiciones de manejo (ausencia de
macho), fueron dgsparasitadas y alimentadas ad Jibitum bajo un sistema
de pasturas naturales, adicionando suplementos vitaminicos por via
parenteral.
Se utilizaron 07 machos, con edades comprendidas entre 4-5 afios, con un
peso promedio de 80 a 90 kg. Todos los machos al igual que las hembras,
recibieron las mismas condiciones de manejo.
> Embriones
Los embriones recolectados tras el tratamiento hormonal con FSH y eCG
en las alpacas Huacaya, fueron clasificados en funcién a la calidad y

grado adaptado para el estudio, segun los criterios_descritos por
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Stringgfellow y Seidel (1998), quienes evalGan a los embriones en cuatro

calidades: excelente, bueno, regular y malo.

2.3.2. Material No Biol6gicos

Material de laboratorio

a) Medios de Lavado y Mantenimiento

BSA (Suero Albumina Bovina).

PBS (Fosfato Bufer Salina).

b) Hormonas, Anestésicbs y Tranquilizantes

eCG (Gonadotropina Coriénica Equina): Folligon®.
FSH (Hormona Foliculo Estimulante): Folltropin® V.
PGF2a (Prostaglandina): lliren®.

Analogo de la GnRH (buserelina): Conceptal®
Lidocaina al 2%.

Promazil®.

Materiales de Lavado y Coleccién de embriones

Catéter Foley doble via de 18 x 65 cm.
Fiador de acero inoxidable

Filtros EM COM para colecta de embriones
Matraz de vidrio de 1000 ml.

Frascos Roux de 250 ml.

Probeta de 1000 ml.

Placas petri pequefia, mediana y grande
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e Pipetas estériles de 5y 10 ml.

e Pipetas Pasteur de vidrio

e Jeringas desechables de 1, 5, 20 y 50 mi.
e Agujas hipodérmicas (N° 20,21 y 23)

d) Equipo

Ecégrafo

Estereomicroscépio, adecuado a una platina atemperada
e Bano Maria
Material de campo
¢ Sogas Yy lazos
e Carretilla de transporte
e Mamelucos
e Botas
e Gorro
e Fichas de control
e Marcadores
e Cuaderno de campo
e Lapiz, lapiceros y borrador
Otros materiales
e Termo con termémetro incorporado
o Gel ecografico

¢ Guantes obstétricos



24.

¢ Guantes quirargicos
e Papel toalla
s Alcohol y algodon

Etapas o Fases

2.4.1. Fase Pre — Experimental

> Las 20 alpacas hembras fueron seleccionadas en base a sus

antecedentes de fertilidad, con antecedentes de haber tenido al menos
una cria en la campafia anterior o que hayan parido en la presente
campana. En estas ultimas se respetd un periodo minimo de descanso
postparto de 15 dias (Anexo 02).

exploracién ecografica de los animales, se realizé a través de un equipo
LANDWIND 500 Modo B, equipado con un transductor lineal rectal, de 6.5
MHz, lo cual nos permitid comprobar la existencia de actividad ovarica y
descartar la presencia de anormalidades en su tracto reproductivo. Otro
criterio utilizado para seleccionar los animales fue la posibilidad de
introducir la mano del operador por via rectal con posibilidades de
manipular el tracto genital con comodidad.

Para provocar una fase luteal inducida previa a la superovulacion, los
animales se agruparon en base a la presencia de foliculos en crecimiento
con un diametro igual o superior a los 7 mm, y éstos fueron tratados con

un 1ml de Conceptal® (equivalente a 4 ug de acetato de buserelina) con

39



la finalidad de inducir la ovulacién y la posterior formacién de un cuerpo

lateo funcional.

2.1. Evaluacion ecografica.

2.4.2. Fase Experimental

a. Tratamiento de superestimulacion

Para el tratamiento de superovulacién, las hembras seleccionadas
fueron divididas al azar en dos grupos (Cuadro 2.1) y cada uno de ellos
sometidos a diferentes tratamientos hormonales siguiendo los protocolos

descritos en el Esquema 1 (Anexo 13).
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Cuadro 2.1: Distribucién de las hembras

donantes en funcion al tratamiento hormonal.

HORMONAS
GRUPO

FSH eCG
Total 10 10

Fuente: Elaboracion propia

» Las hormonas utilizadas en los diferentes tratamientos fueron:

e FSH (Folitropin® V), que fue administrada por via intramuscular

profunda en dosis decrecientes (40, 30, 18,12 mg) a intervalos de
12 horas durante 4 dias hasta alcanzar uné dosis total de 200 mg
por animal.

Gonadotropina Coriénica Equina (eCG) (Folligon®), administrada
por via intramuscular profunda en una dosis unica de 700 U,
equivalente a 3.5 ml por animal.

Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) (Conceptal®)
en dosis de 4 ug por animal.

Prostaglandina (PGF2a) ((liren®), inyectando 0,25 mg por

animal (Anexo 03).

> Se realizé la exploracion ecografica del ovario, con la finalidad de

verificar la presencia de foliculos en crecimiento con un diametro

superior a los 7 mm.

Los animales que cumplian dicha condicion recibieron 4ug (1ml) de

buserelina para inducir la ovulacion y fueron explorados 2 dias mas
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tarde para verificar la ovulacién del foliculo dominante, en cuyo caso
se inici6 el tratamiento con las correspondientes hormonas (FSH o
eCG) de acuerdo con la pauta de administracién descrita en el
Esquema 1 (Anexo 13).

> Al cabo de 7 dias del inicio del tratamiento experimental se realizé
una nueva evaluacion ecografica del ovario para cuantificar el
namero y caracteristicas de los foliculos y cuerpos liteos (Anexo 04).

> Posteriormente se realizaron montas controladas junto con la
administracién de 4ug de buserelina para inducir la ovulacion de los

foliculos que crecieron en respuesta a los tratamientos.

2.2. Realizando el empadre controlado.
b. Recuperacion de los embriones
La recuperacion de los embriones se realizé6 por un procedimiento no

quirirgico a los 7 dias de efectuarse la monta, previa evaluacion
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ecografica en todas las hembras que presentaban 1, 2 6 mas cuerpos

luteos en sus ovarios.

>

Antes de iniciar la operacion de lavado, se administré a cada
animal 0,3 ml de Acepromacina (Promazil®) para su
tranquilizacion y sujecion sobre una carreta con plataforma de
madera disefiada para tal efecto (Anexo 05).

Seguidamente, se aplico 0.5 ml de clorhidrato de lidocaina al 2%
(lidocaina) para conseguir la anestesia epidural baja. Finalmente
se realiz la limpieza y desinfeccidn de la regién perineal (Anexo
06).

Cada uno de los cuernos uterinos fue lavado por separado
mediante un catéter de Foley de 18 mm de diametro, al ser el que
mejor se adaptaba a las dimensiones del tracto genital de la
alpaca. Para fécilitar la introduccién del catéter a través de la
cérvix nos ayudamos de un fiador, que fue retirado parcialmente
una vez alcanzado el correspondiente cuerno uterino (Anexo 07).
Una vez situado el catéter en el tercio anterior de uno de los
cuernos se procedié al inflado del baldn con 15 cc de aire vy
finalmente se retird el fiador.

Para el lavado se utilizd un medio preparado estéril (Embryo.
Colecction, Mediumf de Agetech), de capacidad de 1L. Cuya
temperatura de mantenimiento y conservacién es de 10-30 °C,

previamente calentado a una temperatura de 37° C (Anexo 08).
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> Cada uno de los cuernos fue lavado con 40 mi de medio

inyectando cantidades variables con una jeringa de 50 mi.

2.3. Lavado y recuperacioén de embriones.

» El medio de lavado fue filtrado a través de un filtro EM COM, de un
diametro de poro de 70 um, para reducir su volumen hasta 20-30
cc y de esta manera facilitar su observacion (Anexo 09).

> Una vez colectado el medio, se procedié a la basqueda de los
embriones a través del uso de un estereoscdpio Motic®, a un
aumento de 30X, para facilitar su busqueda (Anexo 10).

> Los embriones recuperados fueron transferidos a un medio de
mantenimiento (Biolife Holding & Transfer Medium) de capacidad
de 60 ml. Cuya temperatura de conservacién y refrigeracion es de
2 - 5° C. Mantenido a una temperatura de 37°C para la

conservacion de los embriones.



2.4. Transfiriendo embriones al medio de mantenimiento.
» Todos los embriones recuperados fueron evaluados y clasificados
de acuerdo con los establecidos por Stringgfellow y Seidel (1998),
estableciéndose las siguientes categorias: Excelentes, buenos,

regulares y malos.

2.5. Embrién de calidad excelente

45



> En esta categoria se incluyeron todas las estructuras recogidas

durante la observacién y busqueda de embriones (Anexo 11).

c. Registro de Datos
Toda la informacién recogida en cada una de las etapas del trabajo
experimental, fueron anotadas en una ficha individual para cada uno de
los animales. Los datos recogidos en cada uno de las exploraciones
ecograficas fueron desde el numero y tamafio de foliculos, cuerpos
luteos, numero y calidad de embriones obtenidos, segun corresponde a
cada una de las categorias establecidas (Anexo 12).

2.6. Parametros a Evaluar

2.6.1. Respuesta folicular, por Hembra

> Numero promedio de foliculos, segun tratamiento hormonal.
> Tamarno promedio de foliculos, segun tratamiento hormonal.

» Tasa de ovulacidon, segun tratamiento hormonal.

2.6.2. Respuesta luteal, por Hembra

» Numero promedio de cuerpos luteos, segun tratamiento
hormonal.
» Tamano promedio de cuerpos luteos, segun tratamiento hormonal.
2.6.3. Respuesta embrionaria, por Hembra
» Numero de embriones recuperados, segun tratamiento hormonal.

» Tasa de recuperacion de embriones, segun tratamiento hormonal.
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» Contingencia del tratamiento hormonal de la hembra, sobre el
estado y calidad del embrion.

2.7. Diseno Estadistico

Para el andlisis de los resultados, se empleé un disefio estadistico basico,
donde se muestran medidas de tendencia central {promedio) y de dispersidn
(desviacion estandar, error estandar, coeficiente de variabilidad, minimo y
maximo), asimismo se muestran frecuencias absolutas y relativas.

Para analizar las variables; nimero, tamafio de foliculos y cuerpos luteos, tasa
de ovulacion, numero de embriones y tasa de recuperacion de embriones se
utilizé un disefio completamente al azar (DCA) cuyo modelo aditivo lineal (MAL)

fue el siguiente:

Yo =u+rt,+¢&;

Dénde:

Ty = Es la variable respuesta (numero y tamafio de foliculos y
cuerpos luteos, tasa de ovulacion, nimero de embriones y tasa de
recuperacion de embriones)

H = Es el promedio general o constante comun.

b = Es el factor tratamiento hormonal (FSH y eCG).

E;: .

Y = Es el error experimental.

Las variables numero de embriones previo al analisis fueron transformados a

(Vx+1).
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Las variables tasa de ovulacion y tasa de recuperacién de embriones previo al

analisis estadistico se transformé a valores angulares Sen™ ﬁ :

Para las comparaciones multiples se utilizé la Prueba de Tukey-Kramer.

Para comparar si existe o no independencia entre variables cualitativas
(Tratamiento hormonal, estado del embrién y calidad del embrién) se utilizé la

prueba de independencia de chi-cuadrado, cuya férmula es:

k 2
0. —¢€.
xc2 — 2 : ( i 1) zx2(k_1)
.=1 e.

1

Ddénde:

0; = es el numero observado de casos en la categoria iésima.

€, =es el numero esperado de casos en la categoria iésima.

k =es el nimero de categorias.

Para la interpretacion de las tablas de contingencia de 2x2 se ha utilizado la
prueba de chi cuadrado con correccion por continuidad.
Los datos fueron procesados mediante los programas estadisticos SAS version

9.2 (Sistema de Andlisis Estadistico).

48



CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evaluacién de la respuesta folicular
Cuadro 3.1: Nimero promedio de foliculos superestimulados, segan

tratamiento hormonal en alpacas huacaya. E.E.A. CANAAN - INIA. Ayacucho,
2011.

o Promedio * .. .

Hormona | N° de alpacas Desviacién estandar C.V., % | Minimo | Maximo
FSH 10 5.50 £+ 2.76° 42.44 2 11
eCG 10 10.20 £ 4.47° 43.80 5 16

" Literales diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (P<0.05).

Prueba de Tukey-Kramer.
El cuadro 3.1, muestra el nimero promedio de foliculos superestimulados en
alpacas Huacaya al tratamiento hormonal, obteniéndose con FSH 6.50 * 2.76
foliculos por hembra y 10.20 + 4.47 foliculos con eCG. Al andlisis estadistico, si
existe diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre los tratamientos

instaurados (Anexo 14).
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Segun los resultados obtenidos, el numero promedio de foliculos preovulatorios
(27mm) fue superior en las hembras tratadas con 700 Ul de eCG, con respecto
a hembras tratadas con 200 mg de FSH (dosis decrecientes por cuatro dias) en
un fase luteal natural inducida. Estos resultados son similares a lo obtenido por
Huanca (2008) quien utilizando 750 Ul de eCG obtuvo 9,74 foliculos y 5,8
foliculos con 200 mg de FSH en dosis decrecientes por cinco dias. Como se
evidencia los resultados, se utilizd 50 Ul menos de eCG que Huanca (2008) y
un dia menos de estrés para el animal con la distribucién del tratamiento con
FSH.

Segun Velasquez y Novoa (1999), se obtienen mejores resultados utilizando
FSH cuando el tratamiento hormonal se administra durante una fase luteal
inducida. En la mayoria de las especies domésticas los resultados obtenidos
con FSH siempre superan a lbs logrados con eCG, aunque generalmente lo que
se evalla es el nimero de embriones transferibles como lo manifiestan Elsden
y col, (1978). No obstante, los resultados obtenidos por los diferentes autores al
utilizar FSH resultan dificiimente comparables, debido a las grandes variaciones
en la bioactividad del producto utilizado, ya que existe una gran variabilidad en
cuanto a su contenido en LH como lo menciona Braileanu y col, (1998). No
existe una opinidon unanime respecto al efecto de la contaminaciéon con LH
sobre |a respuesta ovarica.

Asi, algunos autores como Yamamoto y col, (1993), senalan que cuanto mayor
es la pureza del producto mayor es el numero de ovulaciones y la calidad de los

embriones, mientras que otros sefialan que cuando la contaminacion de LH es
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en baja proporcidn se producen alteraciones en la maduracion de los ovocitos,
en la fecundacion y el desarrollo embrionario como lo reporta Herrler y col,
(1991). Tampoco se descarta, que la variadé respuesta obtenida en los
animales tratados con FSH sean consecuencia del estrés provocado por el
manejo de los animales, ya que es necesario repetidas administraciones del
producto. Asi, en un estudio realizado por Bo y col, (1994) utilizando novillas,
demostraron que una unica inyeccion subcutanea de FSH permitia obtener
mejores respuestas que la administracidn del preparado 2 veces al dia durante

cuatro dias consecutivos.

Cuadro 3.2: Tamafio promedio de foliculos (mm), segin tratamiento
hormonal en alpacas huacaya. E.E.A. CANAAN - INIA. Ayacucho, 2011.

Hormona | N° de alpacas | Promedio * Error estandar | C.V., % | Minimo | Maximo

FSH 10 7.57 £0.22° 9.28 6.5 8.67

eCG 10 8.75+0.51° 18.33 6.5 11.67

3% iterales diferentes en fa misma columaa indican diferencia estadyistica significativa (P<0.05).

Prueba de Tukey-Kramer

El cuadro 3.2, muestra el tamano promedio de foliculos superestimulados para
alpacas asignadas al tratamiento hormonal, lograndose 7.57 + 0.22 mm con
FSH y 8.75 + 0.51mm con eCG. Al analisis estadistico, si existe diferencia
significativa (P<0.05) entre el tamafo promedio de foliculos de ambos
tratamientos hormonales (Anexo 15).

Segun los resultados obtenidos, se observa que la hormona utilizada determina

la existencia de diferencias en el didametro medio de los foliculos incluidos en ia
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categoria de 7 a 13 mm. Asi, en las hembras tratadas con eCG el didmetro
medio de dichos foliculos fue superior al de las hembras tratadas con FSH,
estos resultados son casi similares a los reportados por Huanca (2008) quien
obtuvo foliculos de 9,01mm con eCG frente a 8,31mm de tamario con FSH. No
existe ningun trabajo previo que analice la influencia del tamario folicular con el
tratamiento hormonal. Esta variacion podria indicar que la velocidad de
crecimiento de los foliculos reclutados como respuesta al tratamiento con FSH
es menor y por ello tardarian mas tiempo en adquirir la capacidad de responder
a la descarga preovulatoria de LH.

En los animales tratados con eCG el numero de foliculos con diametro inferior a
7 mm es significativamente inferior al de los que recibieron FSH. Los resultados
obtenidos por Driancburt y Fry (1992), al evaluar el .crecimiento y la maduracion
de los foliculos de ovejas tratadas con FSH y eCG, demostraron que la eCG
determinaba una mayor velocidad de crecimiento folicular y mayor produccion
de estradiol. A partir del momento en el que se establece la seleccidn, el
crecimiento folicular esta regulado por la LH, por lo que el menor tamaro de los
foliculos presentes en el ovar‘io de las hembras tratadas con FSH podria ser
consecuencia de la necesidad de competir por la LH presente en el torrente
cirlculatorio.

Asi, algunos estudios previos demuestran que el diametro de los foliculos
dominantes que crecen como respuesta de un tratamiento superovulatorio con
FSH es inferior al alcanzado por el foliculo dominante que se forma durante una

oleada de crecimiento natural como lo afirma Adams y col (1992).
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Cuadro 3.3: Tasa de ovulacién, segun tratamiento hormonal en alpacas
huacaya. E.E.A. CANAAN - INIA. Ayacucho, 2011.

N° de | Promedio * Desviacion | C.V., .. ..
Hormona alpacas estandar % Minimo | Maximo
FSH 10 41.36 £ 37.77° 91.30 0] 100
eCG 10 65.76 + 40.07° 60.92 0 108.33

3" | iterales diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa. (P<0.05).
Prueba de Tukey-Kramer

El cuadro 3.3, muestra la tasa de ovulacion de foliculos superestimulados en
alpacas huacaya, en la cual el tratamiento hormonal con FSH el promedio fue
de 41.36 = 37.77% y con eCG 65.76 + 40.07%. Al analisis estadistico previa
transformaciéon de los datos (arco éeno) si existe diferencia significativa
(P<0.05) entre los promedios de ambos tratamientos hormonales (Anexo 16).

Segun los resultados obtenidos, podemos resaltar que el porcentaje de
ovulaciones en hembras tratadas con eCG fue superior a las hembras tratadas
con FSH al administrar GnRH post cOpula. Haciendo una comparacién con
otros trabajos en llamas, utilizandose plasma seminal (1.5ml) por via LM como
factor inductor de la ovulacién, obtuvieron 93.8 % (16/91) de ovulaciones. Estos
resultados fueron casi similares a los obtenidos por Adams y Ratto (2001) en
alpacas y Vasquez y col (2007) en llamas, pero superiores a los obtenidos por
Ciprian (2000) en alpacas y llamas. No existen datos bibliograficos con respecto
a la influencia de la dosis utilizada en los diferentes tratamientos hormonales

sobre la respuesta ovulatoria en alpacas, después de aplicar GnRH post copula.
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Algunos autores como Kanitz y Col. (2002) demostraron que en otras especies
animales, incrementandose la dosis de FSH, provocaron una reduccion del
porcentaje de ovulaciones. Segun los resultados 6btenidos, se podria indicar
que la velocidad de Crecimiento de los foliculos reclutados como respuesta al
tratamiento con FSH es menor y por ellio, fardarian mas tiempo en adquirir la
capacidad de responder a la descarga preovulatoria de LH. Otros autores como
~ Correay col, (1997) indican que la utilizaciéon de eCG para estimular la actividad
ovarica interfiere con la ovulacion, debido a que su larga vida media provocaria

la luteinizacion de los foliculos.

3.2. Evaluacion de la respuesta luteal

Cuadro 3.4: Nuamero promedio de cuerpos luteos, segun tratamiento
hormonal en alpacas huacaya. E.E.A. CANAAN - INIA. Ayacucho, 2011.

o Promedio * o . fu:
Hormona N° de alpacas Desviacion estandar C.V., % | Minimo | Maximo
FSH 8 3.75 £ 2.55° 67.99 1 7
eCG 8 8.00 + 3.42° 42.78 2 13 .

20| iterales diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (P<0.05).
Prueba de Tukey-Kramer.

El cuadro 3.4, muestra el numero promedio de cuerpos liteos formados post
tratamiento hormonal en alpacas huacaya, lograndose 3.75 + 2.55 cuerpos
luteos con la FSH y 8.00 £ 3.42 cuerpos luteos con eCG. Al anélisis estadistico,
si existe diferencia significativa (P<0.05) entre el nimero promedio de cuerpos

luteos para ambos tratamientos harmonales (Anexo 17).
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Segun los resultados obtenidos, el numero de cuerpos luteos en hembras
tratadas con eCG fue superior con respecto a la FSH, pero inferiores a los
obtenidos por Huanca (2008), donde obtuvo 10.60 + 0.50 (15/45) cuerpos lGteos
con eCGy 9.50 £ 0.90 (12/45) con FSH.

La informacién existente en alpacas es muy escasa; sin embargo, Velasquez y
Novoa (1999) sefialan que el numero de cuerpos luteos fue mayor en las
hembras que recibieron la eCG (17.8) durante una fase luteal artificial frente a
los animales que recibieron la gonadotropina durante una fase folicular (8,20).
Al analizar la influencia de la situacidn fisiolégica de las donantes, las hormonas
utilizadas y la interacciéon entre ambas sobre el nimero de cuerpos lateos, se
observé que uUnicamente la hormona ejercia un efecto estadisticamente
significativo, siendo el numero de cuerpos luteos superior en las hembras
tratadas con eCG. Estos resultados son contrarios a los obtenidos en llamas por
Correa y col (1997), quienes observaron un mayor numero de cuerpos luteos en
los animales tratados con FSH, a pesar de que las hembras tratadas con eCG
presentaban un mayor numero de foliculos preovulatorios. Estos autores
indican que la utilizacién de eCG para estimular la actividad ovarica interfiere
con la ovulacién, debido a que su larga vida media que provocaria la
luteinizacidbn de los foliculos. Las diferencias observadas con nuestros
resultados podrian ser consecuencia de la mayor efectividad del procedimiento
empleado para inducir la ovulacién (monta mas administracion de GnRH).
Autores como Adams y col. (1992) demuestran que |la administracién de GnRH

en el momento de la monta incrementa el porcentaje de ovulaciones y reduce el
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periodo necesario para que se complete la ovulacién, cuando en el ovario

existen multiples foliculos.

Cuadro 3.5: Tamafio promedio de cuerpos lateos, segln tratamiento
hormonal en alpacas huacaya. E.E.A. CANAAN - INIA. Ayacucho, 2011.

N° de . . . .
Hormona | alpacas Promedio % Error estandar jC.V.,% | Minimo | Maximo
FSH 8 11.37 £ 0.54° 13.55 |10 14.5
eCG 8 12.57 £ 0.67° 15.02 |10 15.67

22 Literales iguales en la misma columna, indican que no existe diferencia estadistica significativa (P20.05).
Prueba de Tukey-Kramer.

El cuadro 3.5, muestra el tamafo promedio de cuerpos luteos en alpacas
asignadas al tratamiento hormonal, lograndose 11.37 + 0.54 mm con FSH y
1257 + 067mm con eCG. Al analisis estadistico, no existe diferencia
significativa (P20.05) del tamaiio luteal entre ambos tratamientos hormonales
(Anexo 18).

Segun los resultados obtenidos, con ambos tratamientos se logra tamanos
apropiados de cuerpos luteos que pueden garantizar una gestacion apropiada,
debido a que esta estructura estaria en crecimiento y por ende mayor
produccién de progesterona tal como lo afirman Hafez y Hafez (2002).
Haciendo una comparacion a los resultados obtenidos por Vasquez (2005),
fueron casi similares quien utilizando plasma seminal entero, obtuvo cuerpos

IUteos con diametro de 10.942.7mm; asi mismo, en otro estudio realizado por
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Panez (2007), obtuvo cuerpos lateos con un diametro de 9.5£1.10mm (10/15);
al utilizar plasma seminal por via intramuscular. Coincidimos también con
Sumar (1988), quien reportd que el cuerpo luteo crece rapidamente de 7 mm de
diametro el dia 3 post monta y de 10-12 mm en el dia 7 a 8 después del
servicio.

3.3. Evaluacién de la respuesta embrionaria

Cuadro 3.6: Nimero de embriones recuperados post superestimulacién ovarica, segan
tratamiento hormonal en alpacas huacaya. E.E.A. CANAAN - INIA. Ayacucho, 2011

N° de alpacas

Hormon Promedio & .. L.
oL . C.V.,% | Minimo | Maximo

a Total |Donadoras Desviacion estandar

FSH 10 8 2.50 +2.51° 100.29 1 7

eCG 10 6 3.00 1+ 1.55° 51.64 1 5

“3Literales iguales en la misma columna, indican que no existe diferencia estadistica significativa (P20.05).
Prueba de Tukey-Kramer.

El cuadro 3.6, muestra el numero promedio de embriones recuperados post
superestimulacién ovarica segun tratamiento hormonal, obteniéndose 2.50 +
2.51 embriones por alpaca con FSH y 3.00 =+ 1.55 embriones con eCG. Al
analisis estadistico, no existe diferencia significativa (P=0.05) entre el niumero
promedio de embriones recuperados para ambos tratamientos hormonales
(Anexo 19). La respuesta ovarica es casi homogénea en ambos Qrupos. No
obstante, en las donantes tratadas con FSH en las que no se recuperd ningun

embrién (02/10) se aprecié un mayor numero de foliculos <7mm. Mientras que
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en las tratadas con eCG (04/10), en las que no se obtuvo ningun embrién, se
evidencio una mayor presencia de foliculos con un didmetro de 7 a 13 mm.
Estos datos parecen indicar nuevamente que el protocolo de administracion de
la FSH o la dosis utilizada no permite incrementar la velocidad de crecimiento
folicular de manera adecuada en esta especie, de tal forma que una parte
importante de los foliculos no habrian alcanzado el didmetro minimo necesario
para responder a la descarga preovulatoria de LH, repercutiendo negativamente
en la produccién de embriones. La ausencia de una estrecha correspondencia
entre la respuesta ovarica y la produccion de embriones podria estar indicando
la interferencia de la superovulacidon con la maduracién de los ovocitos, la
ovulacion o el trasporte de los gametos o de los embriones.

Algunos autores como Sirad y col, (2000) han sefialado que la superovulacion
afecta a la maduracion nuclear y citoplasmica de Jos ovocitos disminuyendo su
capacidad para ser fecundados y soportar el posterior desarrollo embrionario.
Pero estqs efectos no han sido estudiados aun en los camélidos sudamericanos
y tampoco podemos descartar la influencia del momento en el que realizamos el

lavado y la destreza del operador en el numero de embriones obtenidos.
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Cuadro 3.7: Tasa de recuperacion de embriones post
superestimulacion ovérica, segln tratamiento hormonal en alpacas
huacaya. E.E.A. CANAAN-INIA. Ayacucho, 2011.

N° de .
Promedio £ Desviacion L. -
Hormona Alpacas estandar C.V., % | Minimo | Maximo
donadoras
FSH 8.00 83.75 + 60.56° 7232 (1667 |200
eCG 6.00 27.72 + 26.89° 97.02 0 83.33

2% | iterales diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (P<0.05).
Prueba de Tukey-Kramer

El cuadro 3.7, muestra la tasa de recuperacion de embriones para las alpacas,
que para el tratamiento hormonal con FSH fue de 83.75 + 60.56% y para el
grupo con eCG de 27.72 + 26.89%. Al andlisis estadistico previa transformacion
de datos (arco seno) si existe diferencia significativa (P<0.05) entre los
promedios de los dos tratamientos hormonales (Anexo 20).

Segun los resultados obtenidos, el porcentaje de embriones obtenidos fue
superior en el grupo de hembras tratadas con FSH con respecto a la eCG, esta
diferencia significativa podria indicar que es consecuencia de que en estos
animales haya existido un retraso en la ovulacion y por lo tanto en la migracion
del embrion del oviducto hacia el utero, pudiendo producirse entre los dias 8 y 9

como lo observaron Taylor y col, (2001) en hembras no superovuladas.

Ademas, se obtuvo un total de 38 embriones como resultado de alpacas

sometidas a ambos tratamientos hormonales. Lo que representa un porcentaje
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de recuperacién en 70% (14/20) de las hembras donantes. Nuestros resultados
son superiores a los descritos por Correa y col, (1997) 46,7% (21/45), a los
indicados por Ratto y col, (1999) 31% (14/45) pero inferiores a los de Aller y col,
(2002) 86,6% (13/15). Es necesario sefalar que todos estos investigadores han
desarrollado sus experimentos en llamas y que no existen datos bibliograficos
referentes a alpacas. Ademas, se observd la existencia de una gran
variabilidad individual entre donantes, ya que el numero de embriones
obtenidos oscilaba en un rango de 1 a 7 embriones/donante, situacién que
coincide con lo descrito previamente por otros autores como Bourke y col,
(1992), Correa y col, (1997). El porcentaje de embriones recuperados esta
condicionado por diversos factores entre los que se ha destacado, por su
importancia, la incapacidad de la fimbria oviductal para captar todos los ovocitos
liberados, el dia en el que se efectua la recogida, como lo reporta Taylor y col.,
(2001) y el procedimiento utilizado para el lavado del utero, como lo refiere

Ratto y col., (1999), Huanca y col. (2006).

Cuadro 3.8: Contingencia del tratamiento hormonal de la hembra, sobre el

estado del embridn en alpacas huacaya. E.E.A. CANAAN-INIA. Ayacucho, 2011.

Tratamiento
Embrién Total %
Hormonal
Blastocisto % Moérula (%
eCG 16 889 |2 11.1 |18 100.00
FSH 19 95.0 |1 50 20 100.00
Total 35 921 |3 7.9 38 100.00

60



'EI cuadro 3.8, muestra la tabla de contingencia del tratamiento hormonal de la
hembra sobre el estado del embridn en alpacas huacaya; obteniéndose para el
tratamiento hormonal con eCG e} 88.9% (16/38) de los embriones en estado de
blastocisto y el 11.1% (2/38) moérula. Para el tratamiento con FSH el 95%
(19/38) fueron en estado blastocisto y 5% (1/38) mérula. Al analisis estadistico
con la prueba de chi — cuadrado, con correccidén por continuidad, nos indica que
el estado del embrién es independiente (P20.05) del tratamiento hormonal
(Anexo 21).

Se ha recuperado un total de 35 blastocistos (92.1%) y 3 mérulas (7.9%). En
la mayor parte de los animales se obtuvieron unicamente blastocistos, aunque
algunas hembras produjeron mérulas y blastocistos y otras solamente moérulas.
En ningun caso se recuperd ovocitos sin fecundar, lo que podria indicar que en
los camélidos el porcentaje de fecundacién es muy elevado, como lo afirman
Correa y col (1997), o bien la existencia de algun mecanismo que impide su
migracion desde el oviducto al ttero.

Algunos autores como Novoa y col, (1999), han sefialado la existencia de un
mecanismo de seleccidn, localizado en la union Utero-tubérica, que solamente
permite el paso de los embriones que han alcanzado un desarrolio adecuado tal
y como sucede en la yegua, reportado por Betteridge y Mitchell, (1974).

Los datos existentes en la bibliografia con respecto a las caracteristicas de los
embriones son diversos; asi, otros autores como Palomino y col, (1996),
sefalan la presencia de moérulas y blastocistos expandidos, mientras que Aller y

col, (2002) unicamente encuentran blastocistos eclosionados. La presencia de
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morulas en el Utero contradice las afirmaciones de Bourke y col (1992), quienes
sefialan que unicamente es posible obtener moérulas mediante el lavado del
oviducto a los 3 dias de producirse la ovulacion.

Los porcentajes de blastocistos obtenidos de hembras tratadas con FSH
(95,0%) y con eCG (88,9%) fueron muy similares los que difieren con lo
sefalado por Ratto y col, (1999) quienes observaron que en llamas la FSH
permite obtener un mayor numero de blastocistos cuando se administra en
dosis decrecientes durante 5 dias consecutivos en el transcurso de una fase
luteal inducida. Haciendo una comparacién con otro trabajo realizado en
alpacas, nuestros resultados son superiores a los indicados por Huanca (2008),
quien obtuvo 41.66% (15/36) de blastocistos con FSH y 58.33% (21/36) con

eCG.

Cuadro 3.9: Contingencia del tratamiento hormonal de la hembra, sobre la
calidad del embrién en alpacas huacaya. E.E.A. CANAAN - INIA. Ayacucho, 2011.

Calidad embrionaria

Hormona | Excelente| % | Bueno| % |Regular| % | Malo| % | Total %

FSH 8 40.0 4 20.0 3 15.0| 5 25.0| 20 |100.00
eCG 8 44.0 3 16.7 1 5.6 6 33.3| 18 |100.00
Total 16 42.1 7 18.4 4 105 11 (289 38 |100.00

El cuadro 3.9, muestra la tabla de contingencia del tratamiento hormonatl de la
hembra sobre la calidad del embrion en alpacas huacaya, en donde se
evidencia, que para el tratamiento hormonal con eCG, el 44.4% (8/38) de los
embriones fueron de calidad excelente, el 16.7% (3/38) de calidad bueno, el

5.6% (1/38) regular y el 33.3% (6/38) malo. En tanto para el tratamiento
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~ hormonal con FSH el 40% (8/38) de los embriones fueron de calidad excelente,
el 20% (4/38) fue bueno, 15% (3/38) regular, y el 25% (5/38) malo. Al andlisis
estadistico de la prueba de chi - cuadrado nos indica que la calidad del embrién
es independiente (P20.05) del tratamiento hormonal (Anexo 22).

Al evaluar la calidad de embriones recuperados se observd que la utilizacion de
la FSH permitié obtener un numero de embriones catalogados como excelentes
similares al de la eCG; pero la FSH permiti6 obtener un mayor nimero de
embriones incluidos dentro de la categoria de buenos. Esta observacion
coincide con lo descrito por Monniaux y col, (1983) en otras especies, indicando
que los embriones producidos por las hembras tratadas con FSH son de calidad
superior o transferibles. Algunos estudios endocrinos han demostrado que en
las vacas tratadas con eCG, son mas frecuentes los perfiles anormales de LH y
progesterona, 1o que se ha asociado con uha reducciéon en los porcentajes de
ovulacion y fecundacién, segun lo reportado por Callesen y col, (1986).
Trabajos realizados en camélidos por Aller y col, (2002); Ratto y col, (1999) sélo
consideran el efecto de la situaciéon ovarica en el momento de la recogida sobre
la produccién de embriones. Debido a que algunas de las hembras tratadas
presentaban foliculos anovulatorios en el momento del lavado del atero. Sin
embargo, nuestros resultados indican que su presencia no afecta al ndmero de

embriones obtenidos, ni a la calidad de los mismos.
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CAPITULOIV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

1. La aplicacibn de ambos protocolos de superovulacidon, permitié obtener
mayor numero de embriones viables en alpacas huacaya.

2. Lé respuesta ovarica en alpacas huacaya sometidas a diferentes
tratamientos hormonales de superestimulacion (eCG y FSH) mostraron
diferencias estadisticas significativas en cuanto al numero y tamafio de
foliculos, numero de cuerpos luteos y la tasa de ovulacion. No se evidencio
diferencia estadistica significativa para el tamafio de cuerpos luteos.

3. Los embriones recuperados en alpacas Huacaya como resultado de la
superestimulacion ovarica con tratamientos hormonales (eCG y FSH) no
mostro diferencia estadistica significativa para el niumero de embriones. Si se
evidencio diferencia estadistica significativa para la tasa de recuperacion

embrionaria.
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4. El estado y la calidad del embridn en alpacas huacaya como resultado de la
superovulacion hormonal (FSH, eCG), es independiente del tratamiento
hormonal para ambas condiciones.

5. La utilizacién de las alpacas hembras como donantes de embriones no afectd |
a la posterior recuperacion de su actividad ovarica, ni a su capacidad para

iniciar una nueva gestacion.

4.2. RECOMENDACIONES

1. Realizar trabajos similares y continuar con la presente investigacion, con el
objetivo de evaluar nuevos protocolos de superovulacion, utilizando diferentes
dosis hormonales, en mayor niumero de muestra, condicion de los animales
(lactantes y no lactantes) e incluso considerando a la raza Suri y otras especies

silvestres de importancia econdmica como la vicufa.

2. Ejecutar estudios sobre la cantidad de embriones que son posibles recuperar
de una misma donadora en un afio, como resultado del tratamiento hormonal y
comprobar su viabilidad realizando la transferencia de los mismos a la

poblacién de hembras receptoras de esta especie.

3. Fomentar el desarrollo de biotecnologias reproductivas en alpacas a nivel de
la Region, a través de instituciones publicas y privadas comprometidas en el
desarrollo pecuario, para mejorar la calidad de la fibra y asi incrementar el

ingreso econdémico y calidad de vida del productor alpaquero.
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RESUMEN
El presente trabajo de investigacion se realizdé en el Laboratorio de
Biotecnologia y Reproduccidn Asistida de la Estacion Experimental Canaan
INIA — Ayacucho, Provincia de Huamanga, Regién Ayacucho a 2730 m.s.n.m
con el objetivo de evaluar la respuesta ovarica a superestimulacién expresada
en numero y el tamano de foliculos y cuerpos luteos, tasa de ovulaciones,
numero y tasa de embriones recuperados, condicion y calidad del embrion
después de la administracién de FSH y eCG. Se utilizé 20 alpacas adultas
empleando el DCA (Disefio Completamente al Azar) simple. Para comparar si
existe 0 no independencia entre el tratamiento hormonal sobre el estado y
calidad del embrion se utilizé la prueba de chi- cuadrado. La respuesta folicular
en alpacas fue 6.50 % 2.76 foliculos /animal, con un didmetro de 7.57 + 0.22 mm
para FSH y 10.20 + 4.47 foliculos /animal con un didmetro de 8.75 £ 0.51 mm
con eCG, existiendo diferencia (P<0.05) entre ambas hormonas. El numero
promedio de cuerpos lateos con FSH fue 3.75 + 2.55 ClL/animal y para laeCG
se obtiene 8.00 + 3.42 CL/ existiendo diferencia estadistica (P<0.05) para
ambos tratamientos hormonales. El tamarfo de CL fue de11.37 + 0.54 mm con
FSH y 1257 + 0.67 mm para eCG, no existiendo diferencia (P20.05) entre
ambas hormonas. Se obtuvo una tasa de ovulacién de 41.36%/animal con FSH
y 65.76%/animal con eCG, existiendo (P<0.05) diferencia estadistica para
ambas hormonas. E| niimero de embriones recuperados con FSH fue de 2.50 *
2.51 embriones/animal y con eCG 3.00 + 1.55 embriones /animal, no existiendo

diferencia estadistica (P=0.05) para ambas hormonas. La tasa de recuperacion
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embrionaria con FSH fue 83.75%/animal y 27.72%/animal con eCG, existiendo
diferencia estadistica (P<0.05) con ambos tratamientos hormonales. En el
tratamiento hormonalv sobre e} estado de embrién, se obtuvo 95 % blastocistos
y 5 % morulas con FSH y 88.9 % blastocistos y 11.1 % mérulas con eCG. El
estado del embriéon es independiente (P20.05) del tratamiento hormonal. A la
evaluacion del tratamiento hormonal sobre la calidad de los embriones, el 40 %
(8/38) fue de calidad excelente, 20 % (4/38) buenos, 15 %(3/38) regulares, 25
% (5/38) malos con FSH y el 44.4 % (8/38) excelente, 16.7 %(3/38) buenos,
5.6 %(1/38) regulares y 33.3 % (6/38) malos con eCG. La calidad del embrion

es independiente (P20.05) del tratamiento hormonal.
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Anexo 01. Lugar de estudio. Anexo 02. Seleccion de animales.

Anexo 03. Hormonas utilizadas en el Anexo 04. Superestimulacién ovarica.

Tratamiento hormonal.



Anexo 07. Introduciendo el catéter foley. Anexo 08. Medio para lavado de embriones.



Anexo 09. Filtrado del medio con embriones. Anexo 10. Busqueda de embriones.

Blastocisto de excelente calidad Blastocisto de buena calidad

Anexo 11. Embriones colectados durante el lavado.



Anexo 12. Ficha individual de recoleccién de datos de las alpacas donadoras.
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Anexo 13. Esquema del Protocolo de Superovulacion
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Anexo 14: Numero promedio de foliculos superestimulados por hembra, segun

tratamiento hormonal en alpacas Huacaya. E.E.A. CANAAN - INIA. Ayacucho, 2011.

Tratamiento hormonal

Anexo 15: Tamafio promedio de foliculos (mm), segun tratamiento hormonal en

alpacas Huacaya. E.E.A. CANAAN — INIA. Ayacucho, 2011.



Tratamiento hormonal

Anexo 16: Tasa de ovulacion, segun tratamiento hormonal en alpacas huacaya.
E.E.A. CANAAN - INIA. Ayacucho, 2011.

Tratamiento hormonal

Anexo 17: Numero promedio de cuerpos luteos, segun tratamiento hormonal en

alpacas huacaya. E.E.A. CANAAN - INIA. Ayacucho, 2011.
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Anexo 18: Tamafio promedio de cuerpos luteos, segln tratamiento hormonal
en alpacas huacaya. E.E.A. CANAAN - INIA. Ayacucho, 2011.

Anexo 19: Numero promedio de embriones recuperados post superestimulacion ovarica

segun tratamiento hormonal en alpacas huacaya. E.E.A. CANAAN - INIA. Ayacucho, 2011



Tratamiento hormonal

Anexo 20: Tasa de recuperacion de embriones post superestimulacion ovarica,
segun tratamiento hormonal en alpacas huacaya. E.E.A. CANAAN-INIA. Ayacucho, 2011.

Tratamiento hormonal

Anexo 21: Contingencia del tratamiento hormonal de la hembra, sobre el estado
del embrién en alpacas huacaya. E.E.A. CANAAN-INIA. Ayacucho, 2011.



Anexo 22: Contingencia del tratamiento hormonal de la hembra, sobre la
calidad del embrién en alpacas huacaya. E.E.A. CANAAN - INIA. Ayacucho, 2011.

Anexo 23: Ajuste para comparaciones multiples: Tukey-Kramer

Tabla 23.1. Numero de foliculos

HO: Media

LS1=

MedialL.S2

HORM NF LSMEAN Pr> [t
FSH 2.68866990 0.0460
eCG 3.28524135

Tabla 23.2. Tamano de foliculos

HO: Media

LS1=

MedialLS2

HORM TF LSMEAN  Pr> [t
FSH 7.36555556 0.0246
eCG 8.64777778

Tabla 23.3. Numero de cuerpos luteos
HO: Media

LS1=
Medial. S2



HORM NF LSMEAN  Pr> [t
FSH 2.00346467  0.0170
eCG 2.84489619

Tabla 23.4. Tamano de cuerpos luteos

HO: Media
LS1=
Medial.S2
HORM TF LSMEAN  Pr> |
FSH 10.9529167 0.1569
eCG 12.1554167

Tabla 23.5. Tasa de ovulacion

HO: Media
LS1=
MedialL.S2
HORM TF LSMEAN  Pr> |t
FSH 31.6242588 0.1207
eCG 52.6648485

Tabla 23.6. Numero de embriones

HO: Media

LS1=

Medial.S2
HORM NF LSMEAN  Pr> [i|
FSH 1.73414578 0.5850
eCG 1.89930167

Tabla 23.7. Tasa de recuperacién embrionaria

HO: Media
LS1=
MedialL.S2
HORM TF LSMEAN Pr> |t
FSH 64.1652083 0.0144
eCG 25.0339583
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