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RESUMEN

El objetivo del presente estudio, fue evaluar dos dosis de eCG para la obtencién
de embriones en Llamas (Lama glama), sometidas a un tratamiento de
superestimulcion ovarica; el cual se realizo en el Centro Experimental Pampa del
Arco de la Escuela Profesional de Medicina Veterinaria de la Facultad de Ciencias
Agrarias — Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, para ello se
utilizaron 8 Ilamas hembras adultas mayores a 4 afios de edad, las cuales fueron
sometidas a una alimentacién de forraje verde (alfalfa y avena); heno y
concentrado comercial. La condicion corporal de las donadoras de embriones fue
de 2.5 a 3.0, asi mismo se realiz6 una evaluaciéngineco-obstétrica mediante
ultrasonografia. Los tratamientos hormonales se aplicaron cuando se encontraron
foliculos mayores o iguales a 7 mm. La aplicacion de la hormona eCG fue 72
horas después de la induccion de laovulacion del foliculo dominante con
GnRH, el dia 7 se aplicd PGF2a y 24 horasdespués se realiz6 la monta natural con
los reproductores, asi mismo se aplicé 1ml de la hormona GnRH a las donadoras,
el dia 15 se realizd la coleccion y evaluacion de embriones. Los resultados
obtenidos fueron: promedio de embriones recuperados 4.67+/-0.81 y 3.50+/-0.54
embriones para los T1 y T2 respectivamente, existiendo diferencia estadistica
significativa (P<0.05) y la calidad embrionaria obtenida fue de 35.7% y 38.1%
(Excelente), 28.6% y 33.3%

(Buena), 10.7% y 9.5% (Regular), 10.7% y 0% (Mala) y 14.3% y 19.0%
(intransferible) de embriones para los T1 y T2 respectivamente, no existiendo
diferencia estadistica entre tratamientos. Se concluye, que el uso de 800 Unidades
Internacionales y de 1000 Unidades Internacionales de eCG en una alternativa

para la obtencidn de embriones, tanto en calidad como en numero de embriones.

Palabras clave: Llamas, embrionesy eCG



ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate different doses of eCG to obtain
embryos in Llamas (Lama glama) subjected to an ovarian superstimulation treatment;
which was carried out at the Pampa del Arco Experimental Center of the Professional
School of Veterinary Medicine of the Faculty of Agrarian Sciences - National University
of San Cristébal de Huamanga, for this purpose 08 adult female Ilamas over4 years of
age were used, which they were subjected to a feeding of green forage(alfalfa and oats);
hay and commercial concéntrate. The body condition of the embryo donors was from 2.5
to 3.0, as well as a gynecological-obstetricevaluation by ultrasonography. The hormonal
treatments were applied when the animalshad follicles greater than or equal to 7 mm. The
application of the eCG hormone was 72hours after the induction of ovulation of the
dominant follicle with GnRH, on day 7 PGF2a was applied and 24 hours later the natural
mounting was carried out with the reproducers, likewise 1ml of the GnRH hormone was
applied to the donors, on day 15 the collection and evaluation of embryos was carried out.
The results obtained were: average of recovered embryos 4.67 +/- 0.81 and 3.50 +/- 0.54
embryos for T1 and T2 respectively, with a statistically significant difference (P<0.05)
and the embryo quality obtained was 35.7% and 38.1% (Excellent), 28.6% and 33.3%
(Good), 10.7% and 9.5%

(Regular), 10.7% and 0% (Bad) and 14.3% and 19.0% (non-transferable) of embryos for
T1 and T2 respectively, there being no statistical difference between treatments. It is
concluded that the use of 800 IU and 1000 IU of eCG is an alternative for obtaining

embryos in Llamas, both in quality and in number of embryos.

Keywords: Llamas, embryos and eCG



INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos como las llamas son animales muy fuertes, que
fueron domesticados por los antiguos pobladores de los andes; de los cuales
sobresalen su carne, fibra y cueros, existen dos variedades la pelada o k' ara y la
lanuda o chaku. La mayor parte de llamas en el Perd son criados en rebafios

pequefios y heterogéneos, los cuales son de diferentes colores (CONACS, 2004).

La crianza de llamas, es la actividad mas significativa para el sustento econémico
de los productores de las comunidades alto andinas de nuestro pais, en el cual no
se puede dar la crianza de otros animales domésticos ni la agricultura, estos
animales se adaptan con facilidad a las zonas altas del ande, a mas de los 4200
msnm donde son utilizados para la alimentacion por su contenido alto en proteina
y bajo en colesterol; las llamas muchas veces son utilizados como medio de
transporte, los otros camélidos proveen ingresos a los productores por la venta de

fibra (Huanca, 2007).

Los descendientes obtenidos por lo general se dan por cruzamientos aleatorios,
por lo tanto solo unos cuantos son Gptimas para ser seleccionados; esto contribuye
a la progresiva desaparicion de animales con caracteristicas fenotipicas ideales,
por este motivo se deberia disefiar un plan que contribuya al mejoramiento
genético como una herramienta atil para la difusion de genes deseables, esto
conllevaria a aumentar los ingresos econémicos de los pobladores alto andinos

(Huanca, 2007).

La crianza de camélidos tiene muchas limitantes los cuales son: bajos indices

reproductivos, la tasa de gestacion baja, elevada mortalidad embrionaria el cual
8



se da los primeros 35 dias de prefiez; tiempo de gestacion muy prolongado (345+3
dias); por efecto del manejo, son animales estacionales; las primerizas recién
alcanzan su primer parto a los 3 afios y que solo el 50% de las hembras que inician
a reproducirse dan una cria por afo, existen indices altos de mortalidad
neonatal; el cual se encuentra fluctuando en un 12 a 35% (Huanca,

2007; Palomino, 2000; Sumar, 2000).

Las Ilamas producen menos de 6 crias durante toda su vida. Por ello un

aspectoimportante es el mejoramiento genético (Ministerio de agricultura, 2004).

Estudios realizados en camélidos sudamericanos por superestimulacion ovarica
con la aplicacion Unica de eCG vy transferencia de embriones son escasos; en las
Ilamas se pueden apreciar resultados muy variables e inconsistentes. Por este
motivo se han utilizados diferentes hormonas para estimular el crecimiento
folicular tales como eCG, FSH y las hormonas hCG y GnRH se han empleado
para inducir a la ovulacion mdltiple; después de ello se realiza la monta natural

(Bravo et al. 1990).

Por ello la superovulacion y la recuperacion de embriones es una alternativa para
ser utilizada en el mejoramiento genético de una manera mas répida, de igual

forma la transferencia de embriones y la congelacion de embriones (Inia, 2006).

En los ovarios de los camélidos sudamericanos se observan una gran cantidad de
foliculos los cuales se encuentra en diferentes estadios “(primordiales, en
crecimiento, maduros y atrésicos)” de ellos, en toda la vida reproductiva se usara

una pequefia cantidad de estos (Velasquez y Novoa, 1999).

Para dar solucion a estas limitantes se puede usar la biotecnologia reproductiva



como “técnicas de ovulacion multiple (OM), transferencia de embriones (TE)” el
cual conllevaria a que una hembra seleccionada pueda tener en el futuro

numerosas crias (Velasquez y Novoa, 1999).

Por todos los considerandos y como una alternativa de solucion a estos

inconvenientes en esta especie se plantearon los siguientes objetivos:

10



Objetivo general:

e Evaluar dos dosis de Gonadotropina Corionica Equina (eCG) para la

obtencion de embriones en llamas (Lama glama) Ayacucho 2018.

Objetivos especificos:

e Evaluar el efecto de dos dosis de Gonadotropina Corionica Equina (eCG) en

el nimero de embriones recuperados en llamas (Lama glama).

e Determinar el efecto de dos dosis de Gonadotropina Corionica Equina

(eCG) en la calidad de embriones recuperados en llamas (Lama glama).

11



CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA

1.1. ANTECEDENTES

Pacheco et al., (2020), “reporté un trabajo que tuvo como objetivo evaluar el
efecto de dos dosis de eCG sobre la respuesta superovulatoria, tasa de
recuperacionembrionaria y alteraciones reproductivas inducidas. En este trabajo
de investigacion se usaron 32 llamas adultas, clinicamente sanas, distribuidas en
dos grupos: Grupo | (700 Ul eCG; n=15) y Grupo Il (500 Ul eCG; n=21). El
protocolo de superovulacion incluyé: dia 1, induccién de ovulacién (GnRH); dia
4, aplicacion eCG, segun dosis establecida para cada grupo; dia 8, aplicacion de
luteolitico (PGF2a); dia 11, ecografia para verificar el nimero de foliculos y
aplicacion de anédlogo de GnRH; dias 11 y 12, monta natural para inducir
ovulacidn; dia 19, lavado uterino y recuperacion de embriones (se consideré como
torsion cervical cuando se dificultd el paso de la sonda Foley hacia el Utero); dia
26: evaluacion ecografica para determinar la presencia de alteraciones
reproductivas. ElI namero de foliculos por hembra para los grupos | y Il fue de
4.9 y 3.7, respectivamente. EI nimero de embriones colectados fue de 1.6 y 2.6
por hembra en los grupos 1y 11, respectivamente, lo cual indicaria la existencia de
posibles fallas ovulatorias o luteinizaciones tempranas en el grupo I. La frecuencia
de quistes foliculares y cuerpos luteos persistentes fue superior en el grupo I

respecto al grupo Il, mientras que la frecuencia de metritis y torsiones

12



Cervicales fueron similares en ambos grupos. Se concluye que la dosis de 500 Ul
de eCG permite obtener una menor cantidad de foliculos, pero un mayor nimero
de embriones y menor frecuencia de problemas reproductivos en el pos-

tratamiento”.

Apaza, et al., (2017), “realizé un estudio para evaluar la recuperacion repetida de
embriones en llamas y alpacas, las donadoras fueron 6 alpacas Huacaya Yy 7 Suri,
y como receptoras alpacas y llamas: (20 alpacas Huacaya, 20 alpacas Suri, 20
[lamas Chaku y 20 llamas K'ara). Se realiz6 la sincronizacion de la onda folicular
el dia cero con la administracion de GnRH (1.5 ml) tanto a las donadoras como
también a las receptoras, se les administré prostaglandina el dia9 (0.25 mg en
alpacas y 0.38 mg en llamas), se empadraron a las donadoras el dia 11 y el dia 8
post-copula se realizé el lavado uterino, para ello se tranquiliza, limpia y
desinfecta la region perianal, se extrajo las heces, para guiar mejor el catéter de
transferencia, tras ubicar la cérvix; se realizé el lavado uterino con el medio y
colectando el embridn en el filtro; tras concluido el lavado uterino a las donadoras
se les administro prostaglandina (0.25 mg) para la induccién a la lutedlisis y de
esa manera reiniciar una nueva onda folicular; se realizaron 10 lavados uterinos
con un intervalo de 10 dias entre lavados. A las receptoras seles volvio a aplicar
GnRH (1.5 ml) en el dia 11, quedando ya preparadas para la transferencia del
embrion. Se recuperaron un total de 46 embriones en donadoras de alpaca
Huacaya, 33 en alpaca Suri. La recuperacion de embriones en alpaca Huacaya fue

de 88.68% y en alpaca Suri 80%”.

13



Correa. et al., (1997), “refiere un estudio de investigacion con el proposito de
evaluar la eficacia de gonadotropina corionica equina (eCG) para inducir la
superovulacion en llamas. Dieciséis llamas adultas con un peso promedio de 130
kg (rango 110-140) y que habian estado mostrando signos de celo durante 5 dias
fueron asignadas aleatoriamente a tres grupos de tratamiento y un grupo de control
(n = 4). Las Ilamas en el Grupo A recibieron eCG (500 Ul, 1.M.) una vez al dia
durante 3 dias, las del Grupo B recibieron pFSH im, en dosis decrecientes cada 12
h durante 5 dias para un total de 220 mg, mientras que las del Grupo C recibieron
eCG (500 Ul, I.M.) una vez, y pFSH (total de 156 mg, im) en dosis decrecientes
durante los proximos 4 dias. Las llamas en el Grupo D (control) recibieron
solucion salina (5 ml, 1.M.) Cada 12 h durante 5 dias. Se permitiéque todas las
[lamas se aparearan la noche del dia 5 y se les dio hCG (750 Ul, i.m.) en ese
momento; se realizé un segundo apareamiento 12 h después. Se realizd una técnica
no quirdrgica de recoleccion de 6vulos / embriones 7 dias después del primer
apareamiento y luego se evalud la respuesta ovarica mediantelaparoscopia. Las 16
[lamas se aparearon con éxito. El nimero medio (SEM) de ovulaciones (7.3 £ 3.1)
en el Grupo B fue significativamente mayor (P <0.05) que en los otros grupos (1.5
+0.5,2.0+0.7y0.3+0.3 para los grupos A, C y D,respectivamente). Embriones
fue significativamente mayor (P <0.05) en losgrupos tratados con eCG. Se

recuperd un total de 21 6vulos / embriones de las

Ilamas enrojecidas, lo que corresponde al 47,7% de los cuerpos IUteos observados.
De los 21 dvulos, 15 fueron fertilizados; 13 de ellos se clasificaron como
blastocistos excelentes y los 2 restantes se clasificaron como muertos o

degenerados. Los resultados demuestran que las llamas pueden superestimularse

14



con éxito en los ovarios mientras se expresa el celo conductual y sugieren que

pFSH es més efectivo que el eCG para inducir la superovulacion”.

Las dosis de (1000 Ul de eCG) dieron como resultado respuesta ovarica excesiva
obteniendo 8,2+2,6 y 17,8+8,3 ovulaciones, con formacion de quistes foliculares;
En todos estos estudios mencionados, se tuvo una respuesta ovulatoria individual

variable (Velasquez y Novoa 1999).

La dosis de 500 Unidades Internacionales de gonadotropina coridnica equina, dio

como resultado 0% de recuperacion embrionaria (Velasquez y Novoa, 1999).

Reportan otros estudios relacionados que la dosis de 500 y 1000 IU de eCG result6

Optima para inducir maltiples ovulaciones (Bravo et al., 1995).

Se reportd un estudio en alpacas tratadas con eCG el cual dio como resultado
respuesta ovérica de 3 a 7 cuerpos luteos y embriones transferibles de 3.9 en
promedio; este estudio no reporto protocolos de superestimulacion (Bravo et al.

2004).

La dosis decreciente de la hormona eCG durante 4 dias seguidos, indujo al
crecimiento de 5,94+1,71 foliculos y se obtuvo 1,9+2,7 embriones por donante

(Aguero y col, 2001).

En camélidos sudamericanos la fase luteal inducida pudo dar como resultados 2
a 11 cuerpos luteos y recuperar solamente el 50% de embriones, estos resultados

son inferiores referente a otras especies (Del campo et al., 1995).

La aplicacion de eCG en el desarrollo folicular actia como estimulante en
diferentes protocolos de superestimulacion; como en tiempo y dosis aplicada

dando resultados muy variables.

15



1.2. Importancia de los Camélidos Sudamericanos

El capital pecuario de alpacas en PerU es de 3 685,5 el cual supera en 50,2% a
lo reportado al censo del afio 1994. En la cual predomino la raza Huacaya con
el 80,4% de la poblacion, le sigue la raza Suri con 12,2% y los cruces con 7,3%
(INEI, 2012), 1°300.920 llamas y 188.327 vicufas, el Departamento de
Ayacucho tiene una poblacién de 230 910 alpacas, estas poblaciones se
encuentran en las zonas alto andinas a altitudes superiores a los 4200 msnm la
importancia de la crianza de estas especies se debe a que es la Unica fuente de
ingreso para las familias que residen a estas alturas donde no es posible la
agricultura, estos productores alpaqueros aun persisten con una crianza
tradicional lo que dificulta mejorar la crianza y obtener mejores ingresos, el Peru
tiene el 80% de la poblacién del mundo de alpacas, no obstante la repercusion
es muy poco significativa. En los Gltimos afios se ha dado importancia a la

industria textil artesanal principalmente por algunas ONGs (Sumar et. al., 2014).

1.3. Lallama

La llama (Lama glama) segun investigaciones basados en el estudio del ADN fue
domesticada hace unos 6000 afios en los Andes del centro y sur del Pert (Wheeler,

1995) a partir del guanaco (Lama guanicoe) (CONACS, 2004).

Por ello existe una semejanza en el comportamiento social y en muchos de sus
aspectos morfoldgicos a su progenitor. Se reconocen dos razas en estas especies:

Chaku, llama lanuda y Qara, llama pelada (CONACS, 2004).

En la actualidad el Perd cuenta con 1.189.657 llamas (INEI, 2013). El peso

16



promedio del canal de esta especie es de 52 kg. aproximadamente de carne de

excelente calidad que es 6ptima para el consumo humano (CONACS, 2004).

El comportamiento reproductivo de la llamas presenta muchas particularidades
entre ellas se podria mencionar la posicion de copula y su comportamiento

nervioso (Bustinza, 2001).

1.4. Aparato reproductor de la hembra

1.4.1. Ovarios

Los ovarios son de forma ovalada; su ubicacion varia con la edad y el estadio

reproductivo en que la hembra se encuentra (Novoa, 1999).

Los ovarios al igual que en otras especies realizan funciones exocrinas (liberacion

de 6vulos), endocrinas (esteroidogénesis) (Novoa, 1999).

Los ligamento que sostienen a los ovario son Utero - ovarico y ancho; la ubicacion
del ovario derecho es a la altura de la eminencia ilio pectinea y el ovario izquierdo
estd ligeramente caudal; exactamente a la altura de la rama acetabular del pubis;

conteniendo a los foliculos (Zirena, 1978).

La medida aproximada de la bolsa ovarica es 25 x 5 cm y envuelve
completamente el ovario. Los ovarios de las alpacas y las llamas son ovales, de
forma globular, irregulares, firmes a la palpacion y pequefios, dependiendo de la

presencia de estructuras foliculares.

La localizacion de los foliculos esta en la periferia del ovario. Los foliculos
grandes miden aproximadamente 4mm y los cuerpos luteos se pueden identificar

por medio de la palpacion, o se puede realizar ecografias.

17



La forma y el tamafio de los ovarios varian con la edad, su peso esta entre los 1,9

y 2,4 g su longitud oscila entre los 5 y 12 mm (Sato, 1982).

Las dimensiones de los ovario son de 15 mm de longitud por 12 mm de ancho y
por 9 mm de espesor, en la alpaca la bursa ovarica envuelve totalmente al ovario

(Sumar, 2000).

Se reporta que en hembras pre puberes, la superficie ovarica es lisa; en cambio
en hembras adultas o en estado reproductivo es irregular, debido a la presencia de
foliculos maultiples en varios estadios de desarrollo (Sato, 1982; Garcia y col.,

2005).

El aspecto lobulado de los ovarios se debe a la presencia de foliculos maduros y

de cuerpos luteos (Bravo, 2000).

1.4.2. Oviducto:

Son dos tubos estrechos y largos que conectan los ovarios con el Utero;
desempefian un papel esencial en el transporte del huevo o cigoto, la funcion de
los oviductos es captar a los ovocitos que provienen de los ovarios, otra funcion
de los oviductos es trasportar y almacenar a los espermatozoides, el cual genera
un ambiente adecuado para que se dé la fecundacion vy el inicio del desarrollo

embrionario (Sato y Montoya, 1982).
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1.4.3. Utero:

El utero es un 6rgano muscular hueco que se ubica en la pelvis entre la vejiga y
el recto. La alpaca y las Ilamas tienen el Gtero bicorne en forma de Y con dos
cuernos uterinos que miden aproximadamente 7,5 cm. El cuerpo del Utero es corto
y el cuerno uterino izquierdo es mas grande que el derecho; el cual se observa

desde la etapa fetal y prepuberal (Tibary y Anouassi, 1997).

El edema y el tono del atero se incrementan durante la fase folicular,

manteniéndose relajado y homogéneo durante la fase luteinica (Tibary, 2001c).

1.4.4. Cérvix:

La cérvix o cuello uterino es la parte fibromuscular inferior del Utero; el canal
cervical atraviesa el cuello uterino. Referente a la cérvix de la alpaca presenta 26

3 pliegues con forma espiral e irregular (Hafez, 2002).

1.4.5. Vagina:

La vagina es un canal muscular hueco; que se extiende desde la vulva hasta el
cuello del utero. Con respecto a la longitud de la vagina de la alpaca varia entre
13 a 15 cm y su diametro es aproximadamente entre 3,5 y 5 cm y se caracteriza

por tener una mucosa que forma numerosos pliegues (Sumar, et al., 2014).

La vagina posee paredes musculares, esta tiene la capacidad de expandirse y

contraerse. Esta capacidad de ensancharse o estrecharse es muy importante. Las

paredes musculares de la vagina estan recubiertas por membranas mucosas.
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1.5. Comportamiento reproductivo de camélidos

Los camélidos sudamericanos en general son especies que tienen la ovulacion
inducida, pues necesitan ser estimuladas por la copula para inducir a la ovulacion,
esta especies en las zonas alto andinas son de reproduccion estacional (Novoa,

1999).

La hembra desarrolla continuamente foliculos ovaricos a lo largo de todo el afio

(Sumar y Leyva 1978).

Se genera la descarga de LH en presencia de la copula mediante el cual se
desencadena la ovulacion. Las sucesivas oleadas de crecimiento, maduracion y la
regresion del foliculo se produce en ausencia de la ovulaciéon (Vaughan y Tibary,

2006).

El patron reproductivo de los camélidos sudamericanos esta influenciado por las
condiciones ambientales y de manejo. Los camélidos sudamericanos en su propio
ambiente tienen un comportamiento estacional, por ello los partos ocurren entre
enero y abril y son favorables por ser épocas lluviosas y por ende hay mayor

cantidad de pastos (Koford, 1957; San Martin y col, 1968).

Hay reportes que indican en los camélidos sudamericanos hembras cortos
periodos de rechazo al macho que puede durar 48 horas aproximadamente y se

muestran receptivas al macho hasta 36 dias (Hafez, 2002).

Las hembras receptivas adopta la posicién particular (recumbencia ventral)

después de un breve periodo de persecucion por parte del macho (Hafez, 2002).

Las hembras receptivas en algunas oportunidades, muestran un comportamiento

de monta; aunque tal conducta es mucho menos frecuente que en las vacas.
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1.6.

Cuando una hembra no se encuentra receptiva lo demuestra escapando del macho,
para luego escupir. La fase de cortejo y apareamiento es breve, los machos lo
demuestran resoplando, grufiendo y emitiendo sonidos laringo nasales. El
apareamiento se da en una posicién denominada recunvente ventral en la que el
macho monta por encima y exactamente por atras de la hembra. La hembra adopta
un comportamiento tranquilo durante el apareamiento, y en ocasiones, cuando la
copulacion es prolongada, este se cansa y cambia de posicion. El coito en
camélidos sudamericanos es prolongado pudiendo durar hasta 15 minutos (Hafez,

2002).

Por lo general los camélidos sudamericanos son especies sin problemas de
fertilidad. El 95% de las hembras pos- parto o que han llegado a la pubertad,
conciben en los primeros 3 intentos de servicio.

Del 50-90% varia el porcentaje de prefiez en camélidos sudamericano, el cual
depende de la forma del servicio, el intervalo de posparto, las condiciones

ambientales y nutricionales (Sumar y Leyva 1978).

“El porcentaje de ovulacion y fertilizacion es aproximadamente del 85%, cuando
una hembra fértil, con la presencia de desarrollo folicular normal copula con un

macho fértil” (Sumar y Leyva 1978).

Dinamica folicular

“Es el proceso por el cual se da el crecimiento y regresion de foliculos antrales el
cual conlleva al crecimiento y desarrollo de un foliculo dominante” (Adams et al.,

1990; Bravo, 1990).
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“Las fases de desarrollo de la dindmica folicular se clasifican en tres: crecimiento,
desarrollo y regresion; en la fase de maduracion, el foliculo dominante inhibe el

desarrollo delos foliculos mas pequefios” (Bravo et al., 1990).

Las llamas hembras siguen el patron clasico de ondas foliculares de las hembras
bovinas los cuales son: “Foliculos en crecimiento, maduracion y regresion”

(Ferrery col., 2002).

Las ondas foliculares en llamas tienen una duraciéon de 20 a 25 dias

aproximadamente (Adams et al., 1990).

“Los foliculos se desarrollan hasta el estadio antral sin requerir de las hormonas
gonadotrofinas, los foliculos preantrales pueden quedar retenidos en su
crecimiento por largos periodos hasta que ocurra la segunda activacién denomina
activacion de foliculos terciarios o antrales. Esta fase requiere niveles de FSH”

(Gordon, 1994).

El foliculo dominante controlar su duracion, “si no hubiera ovulacion se atresia,
reconociéndose un nuevo foliculo 2 a 3 dias posterior de la primera disminucion

de tamafio del foliculo dominante” (Bravo et al., 1990).

“Las llamas no presentan ciclos estrales como otras especies domésticas. Cuando
las hembras no son expuestas al macho, la receptividad de las llamas son periodos
largos y la no receptividad son cortos; aproximadamente de 48 a 72 hs” (San Martin

et al., 1968)
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Si las hembras no son exhibidas a un reproductor, producen ondas foliculares
continuas, en 3 fases de crecimiento, en el cual unos conjuntos de foliculos son
incorporados, y solo uno es seleccionado para iniciar su crecimiento,
diferencidndose hasta alcanzar un tamafio ovulatorio mayor o igual a 7 mm de

didmetro (Bravo et al., 1990; Fernandez Baca, 1993; Brown, 2000).

El foliculo ovarico es una unidad altamente compleja y consiste de distintos
tipos celulares somaticos. El foliculo provee un microambiente para el
crecimiento de ovocito y es el responsable para la produccion de hormonas

(Gordon, 1994).

El foliculo dominante controla su duracion, a falta de ovulacion el foliculo se
atresia, reconociéndose un nuevo foliculo 2 a 3 dias posterior de la primera

disminucion de tamarfio del foliculo dominante (Bravo et al., 1990).

Diferentes estudios coinciden que los ovarios de las llamas y alpacas tienen una
actividad igualmente distribuida; pero estudios recientes reportan que el ovario

izquierdo es el mas activo que el derecho (Elwishy, 1987).

“En el ovario de las Ilamas se han encontrado mas de un foliculo, pero sélo uno
desarrolla el mayor tamafio mayor a 7 mm y se vuelve dominante (Adams et al.,
1990; Bravo et al., 1990), 30 horas después de la copula ocurre la ovulacion;
cuando la hembra posee un foliculo dominante de tamafio minimo de 6 mm”

(Adams et al., 1990; Ciprian y Pérez, 2000).
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1.7. Desarrollo folicular y ovulacién

Todas las especies domesticas nacen con una determinada cantidad de ovocitos y
foliculos, de los cuales no todos seran ovulados llegando a atresiarse. A lo largo
de la vida de una hembra, “los foliculos primordiales se mantienen en un estado
de reposo y en cada cierto tiempo, algunos foliculos son seleccionados para
desarrollarse. El desarrollo folicular es un proceso continuo que culmina con la
ovulacion del foliculo maduro y con la regresion del mismo” (Galina yValencia,

2008).

“El foliculo dominante tiene una accion inhibitoria llevando a los foliculos
subordinados a detener su crecimiento y atresiarse. Entre 1 y 3 dias de comenzada
la regresion del foliculo dominante emerge la nueva onda” (Adams et, al 1990;

Bravo et, al., 1990).

“La estimulacién dada por las hormonas de las células de la teca y la granulosa
conlleva a la proliferacion y diferenciacién de foliculos y a la produccién de
estradiol esto es una forma de reaccionar a las gonadotrofinas. La produccion de
estradiol establecera cual de los foliculos tendra los receptores de la hormona
luteinizante necesarios para la ovulacion y luteinizacién. Las perturbaciones en
las respuestas de la granulosa y teca a las sefiales gonadotropicas interrumpen el

crecimiento folicular” (Hafez, 2002).

La copula estimula a la hormona LH a inducir a la ovulacién en camélidos
sudamericanos; mientras que si no hay estimulacion de la copula o solo monta este

no es suficiente para generar la ovulacion (Fernandez Baca et, al., 2002).

Cuando se observe a nivel de los ovarios foliculos preovulatorios en alpacas, se

recomienda montas con presencia de copula; los cuales pueden durar hasta 5
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minutos, generando éste la ovulacion espontanea hasta en 5% (Bravo, 1990;

Sumar, 1988).

1.8. Superovulacion

Es la liberacion de una gran cantidad de oocitos, “generalmente resultado de la
administracion de gonadotropinas exdgenas para procedimientos de fecundacion
asistida. También denominada ovulacion mdltiple o hiperestimulacion ovérica
controlada; estos método de reproduccién asistida también se aplica en las

[lamas” (Van y Gerneke, 1966).

Para obtener resultados en superovulacién con hormonas sintéticas en camélidos
sudamericanos se recomienda hacerlo en fase luteal, para ello se recomienda
realizar ecografias con la finalidad de buscar ello (Bourke y col, 1995; Monniaux

y col, 1983).

Se report6 un estudio de la hormona “eCG durante la fase folicular y luteinica,
comprobandose que la efectividad era mayor cuando se aplicaba en la segunda
etapa del ciclo. Asi, al aplicar la hormona durante la fase folicular se obtuvieron
8,2+2,3 cuerpos lateos, mientras que al hacerlo durante la fase luteal el nimero
medio de cuerpos lateos fue de 17,8+8,3. Los tratamientos super ovulatorios se
basan en la administracién de gonadotropinas (gonadotropina coridnica equina —
eCG- o de hormona foliculo estimulante —FSH-) tras la sincronizacion de la oleada
de crecimiento folicular durante una fase luteal natural (obtenida mediante la
induccion de la ovulacidn) o una fase luteal artificial (mediante la administracion
exogena de progesterona). Para garantizar la ausencia de unfoliculo dominante se
recurre a la exploracién ecografica del ovario o a laeliminacién del mismo”

(Velasquez y col 1999).
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La superestimulacion en camélidos sudamericanos se inicia con la aplicacion de
hormonas exdgenas, ello induce al crecimiento y desarrollo folicular. Estas
hormonas pueden ser eCG y FSH; denominandose como etapa luteal inducida,
para conllevar a la ovulacion; se usan las hormonas GnRH y hCG Posterior a ello
se realiza la monta natural, la administracion de estas hormonas se realiza en una

etapa de receptividad (Ratto, M. et al., 2005).

Existen métodos para sincronizar “la onda folicular en llamas, aplicando dosis
inyectables de progesterona y benzoato de estradiol e iniciar tratamientos

superovulatorios en ausencia del foliculo dominante” (Carretero et al., 2006).

Se reporta la utilizacion del andlogo del GnRH (buserelina); logrando “sincronizar
la emergencia de la onda folicular, permitiendo iniciar los tratamientos

superestimulatorios entre los dias 3 y 6 de la aplicacion” (Ferrer y col. 2002).

Se reporta la administracion de “50 mg por dia de progesterona natural (P4) en

2.0 mL de aceite, durante 12 dias lograron inhibir y controlar la onda folicular en
el 100% de las Ilamas y siete dias después de finalizado el mismo, la totalidad de
las hembras presentaron un foliculo con un tamafio minimo susceptible de ovular

ante el estimulo apropiado” (Alberio y Aller 1996).
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Un estudio en llamas “realizo la sincronizacion de la onda folicular con la
administracion de estradiol, progesterona y LH los cuales permiten la induccién

de la sincronizacion de la onda folicular” (Ratto et al., 2005).

De 26 y 30 horas pos-aplicacion de GnRH ocurre la ovulacion en camélidos
sudamericanos, para ello es importante aplicar un protocolo de superovulacion o
superestimulacion, el cual se aplica en ausencia de un foliculo dominante (Ratto

et al., 2005).

“La emergencia de la nueva onda folicular pos-induccion de ovulacion en llamas

ocurre el dia 4.6 en promedio” (Ratto et al., 2005).

La hormona eCG es usada como superestimulatorios, el cual es efectivo con una
sola aplicacion; este es el resultado de muchas investigaciones (Galina yValencia,

2008).

Cuando se forma un cuerpo lateo después de la ovulacién, este no tiene la
capacidad de respuesta frente a la hormona prostaglandina F24 en los primeros 4
dias de la induccién de la ovulacion, hay una leve sensibilidad el dia 5; recién
entre los dias 6-8 se puede inducir lutedlisis mediante la administracion de PGF2a

o0 su analogo (Galina yValencia, 2008).

“En los protocolos de superovulacién, se ha utilizado la hCG para inducir
ovulaciones sincronicas de los maltiples foliculos formados, para mejorar la tasa

ovulatoria se ha utilizado GnRH” (Galina yValencia, 2008).
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1.8.1. Problemas de superovulacion en camélidos:

“Aproximadamente del 20-30% de hembras a las cuales se le administro un
tratamiento de superestimulacion no desarrollan foliculos. Esto es probablemente

debido a que algunas hembras producen inmunidad contra eCG”.

“La alta luteinizacion de foliculos antes del servicio. Esto ocurre con los

tratamientos de eCG y puede deberse a la actividad de LH de esta hormona”.

Existe una elevada variabilidad en la respuesta entre las hembras tratadas.

1.8.2. Gonadotropina corionica equina (eCG)

La Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) es una hormona que fue descubierta
por Cole y Hart en el afio 1930 al comprobarse que la administracion del suero
de la yegua gestante a un grupo de ratas estimulaba el crecimiento folicular e
incrementaba la tasa de owvulacion, estableciendo asi la base del tratamiento

superestimulatorio (Roche et al., 1984).

Esta glicoproteina en los dias 46 a 130 se encuentra en grandes cantidades en el
suero de las yeguas prefiadas y presenta en una misma molécula actividades

bioldgicas propias de la FSH y de la LH (Gonzalez et al., 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 § determina
la amplitud de su actividad. El alto contenido en &cido sialico de la molécula de

eCG le confiere una larga vida media, que supera ampliamente a las de la FSH y
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la LH. Su vida media se cifra en torno a las 40 horas, aunque puede llegar a

persistir hasta 10 dias (Schams y col, 1978).

El alto contenido de &cido sidlico es favorable puesto que este induce a la
superestimulacion con una sola aplicacion; las repeticiones ya no son necesarias

(Hafez y col, 2002).

La recoleccion del suero de las yeguas prefiadas va a depender del dia de
recoleccion para ser eficaz. Por ejemplo cuando se recolecta el dia 37 de prefiez
no tiene la capacidad de inducir a la superestimulacion ovérica; a diferencia que
cuando se recoge el dia 42 si llega estimular en minima proporcion a diferencia

del dia 80 de gestacion tiene su méxima estimulacion (Roche et al., 1984).

La hormona eCG se caracteriza por tener la ventaja muy notable que una sola
administracion puede llegar a inducir la superestimulacion deseada y el reducido

precio a diferencia de otras hormonas (Roche et al., 1984).

La desventaja de usar la hormona eCG es que éste tiene una vida media
prolongada; ello induce a que se siga estimulando el crecimiento folicular de
forma permanente después de que se dio la ovulacion, el cual induce a que se siga
produciéndose estradiol. Todo esto conlleva a que haya una alteracion a nivel del

utero y la migracién del embrion (Roche et al., 1984).

“En llamas no existen diferencias en la tasa de respuesta ovarica a ambas
sustancias 17.9 * 2.2 foliculos tras el tratamiento con FSH y 17.7 + 2.2 foliculos

en las tratadas con eCG” (Ratto et al., 2005).

Otra de las desventajas de la hormona eCG es que este puede llegar a persistir

hasta 10 dias por el componente que este tiene que es el acido sialico que basta
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una sola aplicacion para inducir a la superestimulacion ovérica; llegando a superar
en vida media a las hormonas como FSH y LH. Con una sola administracion es

suficiente (Hafez et al., 2002).

Un estudio revela “la respuesta de superestimulacion ovérica en alpacas y llamas
a las cuales se le administro la hormona eCG en emergencia de crecimiento de la
onda folicular, el resultado muestra que en las llamas se produjoel desarrollo de
12,8+1,4 foliculos y 8,1 + 1,0 cuerpos lateos, mientras que en las alpacas
solamente se desarrollaron 7,5+ 1,2 foliculos y 5,9 + 1,3 cuerpos lGteos” (Huanca

y col, 2007).
1.9. Embriones

1.9.1. Desarrollo embrionario
El desarrollo del embridn inicia con la divisién celular a partir del cigoto, el cual
realiza su recorrido por el oviducto hasta ingresar en el Utero, pero, es especifica
la duracién en cada especie. Asi el dia 7 se encuentra en estado de blastocisto
temprano, el dia 8 en estado de blastocisto colapsado y dia 9 en blastocisto
elongado. El tamafio de los embriones medidos en didmetro el dia 6 post
ovulacion de 381 a 480 mu, dia 7 de 600 a 673 mu, dia 8 de 8 a 8.8 mm (Picha et

al., 2013).
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Tablal.  Tiempo de pasaje del embrion desde el oviducto hasta el Gtero y formacion

del blastocito en las diferentes especies.

Pasaje dentro del Utero Tiempo en que se
Especies Dias después de la Estado de forma el blastocisto
ovulacién desarrollo (dias post ovulacion)
Cerda 2 4-8 células 5-6
Vaca 3-3 8-16 células 7-8
Oveja 3 8-16 células 6-7
Yegua 5-6 morula 6
Perra 8 blastocisto 8

Fuente: (Hyttel et al., 2010).

1.9.2. Morfologia embrionaria

“Los embriones obtenidos a los 6 a 7 dias del empadre, en hembras superovuladas,
presentan una variacion de tamafio entre 0.1 a 1 mm, y normalmente se encuentran
en estadio de blastocisto expandido liberado. EI diametro promedio de un total de
163 embriones de llama, fue de 527.1 £ 168.0 um, respectivamente. La expansion
del trofoblasto se extiende desde un promedio de 1.2 mm en diametro en el dia
6.5 a 7.5, hasta 83 mm de longitud al dia 13 a 14. Esta tasa acelerada de desarrollo
embrionario se le podria relacionar al aparentemente reconocimiento materno

temprano de la prefiez en estas especies” (Adams et, al., 1990).

1.9.3. Recoleccion de embriones
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La recoleccion de embriones se realiza por lo general por el método no quirdrgico.
Lo primero que se realiza es la sujecion del animal para luego aplicarle un
tranquilizante; introduciendo la mano enguantada se saca todas las heces del recto
y se realiza la limpieza del area perineal, despues se aplica un anestésico epidural
con la finalidad de insensibilizar dicha zona. Se ingresa una sonda Foley al interior
del utero para lo cual se atraviesa la cérvix para dicha maniobra se ayuda con la
otra mano enguantada por el recto; se insufla un balo de 20 a 30 ml de aire para
anclarlo, luego se introduce un medio de lavado previamente atemperado y con
leves masajes se evacua el medio de lavado hacia el filtro recolector, este proceso
se repite por lo menos tres veces con aproximadamente 500 ml de medio de lavado

(Skidmaore, 2000; Huanca et, al., 2004).

1.9.4. Evaluacion de embriones

“Al realizar la clasificacibn de embriones nos basamos en su aspecto
morfoldgico, con el apoyo de una pipeta fina de vidrio, la que permitira desplazar
los embriones para evaluarlos desde distintos angulos” (Hafez, 2000; Palomino,
2000). “Se debe observar la integridad de la membrana prelucida y su esfericidad”

(Palomino, 2000).

Cuando se realiza la coleccion de embriones estos deben de estar desarrollados
acorde al dia de coleccion; colectandose maximo hasta 48 horas de retraso (Hafez,
2000).

“Se deben excluir a los embriones de menos de 32 células, y que estén en los dias
6to y 7mo, por ello estas células deben de ser claras y de contorno regular, siendo
la opacidad un signo de degeneracion, este sistema de evaluacion morfoldgica no

constituye un test absoluto de la viabilidad embrionaria. Pero, se presentan
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diferencias significativas en el porcentaje de prefiez cuando se trasfieren
embriones de calidad media con respecto a la calidad buena o excelente”. (Hafez,

2000; Palomino, 2000; Witenberg et, al., 1987).

Tabla 2. Clasificacion de embriones en camélidos

Grado del embrién Caracteristicas

GRADO | Embrion de excelente calidad, con tamafio acorde al tiempo

de coleccion, perfectamente esférico y superficie plana

GRADO Il Embrion bueno, con las caracteristicas del grado | pero con

algunas irregularidades en el contorno.

GRADO IlI Embrion de calidad media, embrion pequefio que presenta
manchas negras, contorno irregular y con algunas células

protruidas

GRADO IV Embrion colapsado, exponiendo &reas oscuras degeneradas

y con muchas células sobresalientes

GRADO V Embrion muy oscuro, fragmentado, colapsado, no
Transferible

Fuente: (Skidmore et al. 2004).
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

2.1. Ubicacién

El trabajo de investigacion se realizo en el centro experimental de pampa del Arco,
laboratorio de Fisiologia Veterinaria de la Escuela Profesional de Medicina
Veterinaria — Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de San
Cristébal de Huamanga; distrito de Ayacucho de la provincia de Huamanga,
Departamento de Ayacucho a una altitud de 2735 m.s.n.m., con una temperatura
promedio de 12 - 18 °C, precipitacion pluvial promedio de 500 mm , humedad
relativa de 40 — 50%, latitud sur a 13°10'09" y 74°11'53" longitud oeste (Senamhi,

2018).

2.2. Materiales y Equipos

Material bioldgico

e (08 llamas hembras

e 02 llamas machos

De laboratorio

Buffer Fosfato Salino-PBS

e TuberiaenY

e Camisetas sanitarias

e Mandril o dilatador cervical

e Guantes descartables

34



e Sonda Foley

Reactivos y hormonas

e Gonadotropina Coriénica Equina (eCG)

e Hormona Liberadora de las Gonadotropinas (GnRH)

e Prostaglandina F2a

Equipos

e Ecdgrafo

e Estereomicroscopio

e Platina térmica

e Sonda Foley

2.3. Técnicas de procedimiento y analisis de datos

En primer lugar se realizd la evaluacion ecografica de los ovarios de las
donadoras; donde se busca encontrar foliculos mayores o iguales a 7mm. Esto se
realiza durante dos dias continuos; las donadoras seleccionadas con una condicién
corporal de 2.5 y 3 recibieron 1ml acetato de gonadorelina (GnRH) para inducir a
la ovulacion, 2 dias despues se evaluan a las donadoras; para constatar la
ovulacion del foliculo dominante, si se produce la ovulacion se inicia el
tratamiento con la hormona gonadotropina corionica equina(eCG). Como se

puede observar en la figura 1.
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Figura 1. Protocolo de super ovulacién en llamas donadoras de embriones

GrRH(Iml) ¢(5(1000UT)

5 6 7 8 91011 12 13 14 15

Empadre+6nRH

il O

Fuente: Elaboracion propia

En el proceso de obtencion de embriones se utilizaron las siguientes hormonas:

“GONASYN GDR® contiene Gonadorelina, analogo sintético de la hormona
hipotalamica GnRH, en solucion inyectable y su administracion es 1 ml por via
intramuscular profunda (IM)”.

“NOVORMON® 5000, Gonadotropina coridnica equina purificada, su
administracion es por via intramuscular (IM) profunda; se us6 como dosis Unica

de 800 y 1000 Ul para cada tratamiento y por donadora”.

“LUTALYSE® Dinoprost trometamina, como agente luteolitico, se administra

por via intramuscular (IM) profunda a una dosis de 1ml por animal”.
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2.4. Recoleccion y evaluacion de embriones

El dia 7 de octubre de 2018; se realizd la recoleccion de embriones después del
empadre por un procedimiento no quirurgico en llamas hembras de
aproximadamente 3 afios; las cuales presentaron en sus ovarios 2 0 mas cuerpos
luteos. Para empezar con el proceso de recuperacién de embriones en Ilamas
donadoras se inyecto a cada llama acepromazina (Promazil®) a una dosis de 1ml
para relajarlas y tranquilizarlas, “en seguida se procedié a inmovilizarlas en un
brete de sujecion elaborada para tal fin, después de ello se realiz6 la evacuacion
del contenido rectal y se les aplico clorhidrato de lidocaina a dosis de 2 ml, para
anestesiar la region epidural caudal. Finalmente, se realiz6 la limpieza de la zona
vulva con abundante agua y jabdn carbolico posterior a ello se secd con papel

toalla”.

“En primer lugar, se inicia ubicando a la cérvix; para luego introducir un dilatador
cervical (mandril), cubierto por la sonda Foley de 2 vias de 18 mm de diametro

con una camiseta sanitaria”.

En la luz del cuerno uterino es fijada la sonda Foley con una jeringa con 20 ml de
aire, para la obstruccion del mismo, este es comprobado con movimientos hacia
la parte anterior y posterior de la sonda Foley; comprobandose que este ya no se

mueva.

El lavado de los cuernos uterinos se realizé con un medio PBS Dulbecco, para ello
en primer lugar se atempera a 37° C. En primer lugar se introduce 250 ml del

medio de lavado y en la siguiente repeticion mas 250 ml, utilizandose en total 500

37



ml, este medio es introducido a través de la sonda Foley el cual previamente esta

conectado a la tuberiaen Y.

Luego se procedié a realizar leves masajes en el cuerno uterino, seguidamente se

libera el medio de lavado.

Posterior “a la coleccion de embriones se administra 1ml de prostaglandina (PG

F.alfa) - LUTALYSE®; a todas la donadoras”.

Luego de realizar el lavado, el filtro con el contenido es trasladado al laboratorio
de Fisiologia Veterinaria para su posterior evaluacién y clasificacion de

embriones para ello utilizamos el estereomicroscopio.

En el laboratorio; “Se dejoé por un lapso de tiempo de 10 minutos para que haya
sedimentacion, el sobrenadante fue eliminado hasta dejar de 20 a 30 ml en el fondo

del filtro, esta cantidad se vertio a una placa Petri” (Pérez, 1994).

En el estereomicroscopio se inicia la evaluacion de embriones en el cual
buscamos que estos se encuentren en un estado “integro como la zona pelucida,
gue no haya deformaciones, que no presente manchas obscuras, por este motivo
nos basamos en la clasificacion realizada por (Skidmore et al., 2000), descrita en
la tabla 2 en este caso solo seleccionamos embriones de clase o de grado 1 y II.
Estos fueron aspirados de forma individual a una pajuela de 0.25mL con medio
demantenimiento y se mantuvo en platina térmica a 38.2°C, hasta el momento

desu congelacion”.
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2.5. Disefio Estadistico
Se utilizé el Disefo estadistico Completo al Azar (DCA), para la evaluacion
del ndmero de embriones obtenidos por tratamiento con “la aplicacion del
programa estadistico SAS (Sistema de Analisis Estadistico) version 9.2. En el
disefio se tuvo 2 dosis de eCG y 3 repeticiones (Superovulaciones) en las Llamas

donadoras de embriones; el modelo aditivo lineal del disefio experimental es el

siguiente”:
Yij = p+ 1i + &ij
Donde:
Yij = Variable respuesta de la ij-ésima unidad experimental
M = Efecto de la media general
ti = Efecto del i-ésimo tratamiento
€lj = Efecto del error experimental asociado a la i-ésima unidad

experimental

Las caracteristicas fueron:

e Dosis: 2{T1ly T2}

e Repeticiones: 3

e Unidades Experimentales: 8

Tratamientos

e T1 =Dosis de 800 ui de eCG
e T2 =Dosis de 1000 ui de eCG

Asi mismo para la evaluacion de la calidad embrionaria se utiliz6 la prueba Chi

Cuadrado cuya formula es la siguiente:
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X2=>(oi — ei)2/ei (Kaps and Lamberson, 2010)
Donde:

X2 = Es la chi cuadrada calculada

oi = Es la frecuencia observada en la i-ésima fila, j-ésima columna

ei = Es la frecuencia esperada en la i-ésima fila, j-ésima columna.
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. N° de embriones obtenidos por superovulacion con eCG en llamas (Lama

glama)

Se recuperaron un total de 49 embriones provenientes de 8 Ilamas donadoras de
embriones, los cuales fueron evaluados y clasificados; segin categorias
(Stringfellow y Seidel, 1998).

Tabla 3 Numero de embriones recuperados en llamas sometidas a la super
estimulacion ovérica con Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) a dosis de 800

Ul y 1000 UL.
Tratamiento Promedio Desviacion estandar =~ Minimo  Maximo
T1 800 UI 4,672 0.8165 4.0 6.0
T2 1000 UI 3.50 0.5477 3.0 4.0
Total de embriones  28(57.14%) 21(42.85%)

La tabla 3 muestra el numero promedio de embriones recuperados para el
tratamiento 1 que fue 4,67+0,82 y para el tratamiento 2 fue 3,50+0,55, existiendo
diferencia significativa entre el numero promedio de embriones recuperados

(p<0.05), siendo superior con el tratamiento 1.

Al anélisis estadistico donde se determina que hay diferencia estadistica

significativa entre tratamientos siendo superior el tratamiento 1 de 800 Ul de
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eCG, frente al tratamiento 2 de 1000 Ul de eCG, esta diferencia se deberia a la
cantidad de receptores presentes en las células de la granulosa y la teca interna,
externa para el efecto de las actividades bioldgicas de la hormona foliculo
estimulante y hormona luteinizante que son importantes para la foliculogenesis
(Gonzélez et al., 1978). Esto también puede deberse a factores propios de cada

donadora.

Asi mismo el incremento de la dosis de 800 a 1000 Ul de eCG no tiene un efecto
positivo en la produccién y recuperacion de embriones, pero si representa un
costo adicional en 20% al costo de hormona eCG, la que se podria llegar a usar
en una llama donadora de embriones y obtener mayor nimero de embriones.

Al respecto, (Pacheco et al,. 2020), en un estudio similar, al utilizar dos tratamientos
con dosis menores de 500 y 700 Ul eCG, reportan haber obtenido 1,6 y 2,6
embriones respectivamente, resultando valores inferiores en referencia al presente
estudio, estos resultados se deben a la existencia de fallas ovulatorias o
luteinizaciones tempranas, “frecuencia de quistes foliculares y cuerpos lateos
persistentes que fueron mayores en el tratamiento 1 respecto al tratamiento 2,
mientras que la frecuencia de metritis y torsiones cervicales fueron similares para
ambos tratamientos. Asi mismo el efecto de la edad y el nUmero de partos es un
factor que influiria considerablemente para la obtencion de embriones”. “Ello
también se deberia a la dosis de eCG utilizada, tal como sefiala” (Trasorras et al.,

2017), que a mayor dosis se tiene mejor respuesta.

Trasorras et al., (2017), reporto haber obtenido una produccion de 3,04+ 0,11

embriones en llamas tratadas con 1000 Ul de eCG, el nUmero de embriones

Obtenidos es similar al presente estudio, lo cual nos indicaria que con una dosis
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de 1000 Ul de eCG se obtienen un promedio de 3 embriones, teniendo siempre en

consideracion los factores inherentes de cada donadora de embriones.

Velasquez y Novoa (1999), reportan en un estudio que con dosis de 500 Ul de eCG
se obtuvo 0% de tasa de recuperacion embrionaria, estos resultados son
completamente inferiores al presente estudio; esta nula tasa de coleccion
embrionaria seria como efecto de la baja dosis utilizada de eCG y que esta no tuvo
la actividad bioldgica suficiente para que desencadene la cascada de la hormona FSH
y LH como consecuencia no se produjo un numero adecuado de “foliculos
preovulatorios y una ovulacion multiple”. (Scaramuzzi et al,. 2011), “indica que
cuando las concentraciones de FSH comienzan a bajar por la retroalimentacion
negativa que ejerce el estradiol y la inhibina del foliculo dominante, en ausencia de
LH o por escasez de sus receptores los foliculos subordinados entran en atresia y por

consiguiente no hay la produccion de foliculos preovulatorios”.

Vaughan et. al., (2013), refiere haber obtenido 2,5 y 3 embriones al utilizar dosis de
1000y 1500 Ul de eCG, estos resultados son inferiores a los obtenidos en el presente
estudio, esta diferencia se deberia al efecto de factores fisiol6gicos propios de las
donadoras, al método de recoleccion, momento o estadio de los embriones en el que
fueron recolectados, (Sumar y Picha 2014), afirman que los embriones descienden
hacia el Utero con variaciones en el tiempo obteniendo diferentes estadios asi el dia
7 se encuentran en estado de blastocisto temprano, el dia 8 en estado de blastocisto
colapsado y dia 9 en blastocisto elongado, y estas colectas en diferentes dias influyen

directamente en el nUmero de embriones recolectados.

3.2. Calidad de embriones obtenidos por super ovulacion en llamas (Lama glama)
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Tabla 4. Calidad de embriones recuperados de Llamas donadoras de embriones
sometidas al tratamiento superovulatorio con Gonadotropina Corionica Equina

(eCG) a dosis de 800Ul y 1000Ul.

CALIDAD DE EMBRIONES

CATEGORIA DE

T1 800 Ul T2 1000 TOTAL
EMBRIONES Ul
Excelente 10 (35.7%) 8 (38.1%) 18 (36.7%)
Bueno 8 (28.6%) 7 (33.3%) 15 (30.6%)
Regular 3 (10.7%) 2 (9.5%) 5 (10.2%)
Mala 3 (10.7%) 0 (0%) 3(6.1%)
Intransferible 4 (14.3%) 4 (19.0%) 8 (16.3%)
TOTAL 28 (100%) 21 (100%) 49 (100%)

En latabla 4. Se observa la Calidad de embriones recuperados por superovulacion
en Ilamas a dosis de 800Ul y 1000U1 con Gonadotropina Coridnica Equina (eCG)
segun categorias: “excelente 35.7% y 38.1%, buena28.6% y 33.3%, regular 10.7%
y 9.5%, mala 10.7% y 0% e intransferible 14.3% y 19.0% para los T1 y T2, no

existiendo diferencia estadistica significativa entre tratamientos (c0=0.05)".
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Como puede apreciarse en la Tabla 4, en términos porcentuales en cada una de
las categorias no existe variacion significativa para la calidad de embriones
recolectados. Independiente a la dosis aplicada, para la categoria excelente es de
solo 2.3%. Para las categorias buena y regular, las diferencias de 7.7 1.2,
respectivamente, aun cuando las diferencias son ligeramente mayores que en la
categoria anterior, resultan también similares. Por otro lado, merece destacar que
al margen de la cantidad total de embriones recuperados, las de categoria
excelente a buena resultan superiores a las de calidad regular, mala e

intransferibles, situacion que debe advertirse para futuros trabajos.

Los resultados obtenidos son ligeramente inferiores a los reportados por
(Stringfellow y Seidel, 1998), “quienes clasificaron embriones de acuerdo a la
calidad embrionaria y obtuvo en categoria de excelente 36.7%, buena 30.6%,
regular 10.2%, mala 6.1% e intransferible 16.3%. estos resultados son ligeramente
inferiores a nuestro trabajo de investigacion™; Sin embargo (Evangelista et al.,
2009), “reporto 74,03 % grado 1, el 14,29 % de grado 2, el 6,49 % de grado 3,el
5,19 % de grado 4 y ningln embrion de grado 5, siendo estos ultimos superiores
a los obtenidos en el presente estudio, esta diferencia es atribuida al efecto
sinérgico de las diferentes hormonas utilizadas en la superovulacion comola
hormona luteinizante y progesterona, del mismo modo esta variacién de la calidad
embrionaria estaria influenciada por los cambios hormonales propios de las
donadoras de embriones y cambios estructurales en los fluidos foliculares durante
el desarrollo folicular de las donadoras superovuladas, y que podria afectar la

fertilizacion y desarrollo embrionario temprano” (Callensen et al., 1986).

Huanca et al., (2021), reporta recuperacion de embriones con 700Ul de eCG, en
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25 alpacas divididos en 2 tratamientos, de los cuales obtuvo 83.3% y 75.0%
embriones transferibles y 16.7% y 25.0% de embriones no transferibles. Estos
resultados son superiores a nuestro trabajo de investigacion ello se debe a factores
externos (el tipo de medio usado, calidad espermatica, grado de pureza d la
hormona superovulatoria) e internos (calidad de ovocitos), como las técnicas
usada al momento de realizar la cosecha de embriones y a la experiencia de

colector.

Novoa, et al.; (1999), refiere un estudio realizado en alpacas, con las dosis de 500
y 700Ul de eCG y 750Ul de hCG. En los cuales obtuvo 25 embriones de los cuales
16 de excelente calidad, 6 de buena calidad y 3 de mala calidad. Estos resultados
son inferiores a nuestro trabajo de investigacion; la variacion se debe a la dosis
utilizada; puesto que son inferiores a nuestro trabajo de investigacion, otra causa
probable seria la forma de cosechar los embriones puesto que se realizé por el
método quirdrgico (laparotomia ventro medial). Otro factor seria como dijo

(Trasorras et al., 2017), que a mayor dosis se tiene mejor respuesta.

Correa et al., (1997) y Ratto et al., (1997), “reportaron receptividad continua en
hembras; por 5 dias consecutivos; a las cuales se les administro 20 mg pFSH (NIH-
FSH-P1) intramuscular cada 12 horas durante 5 dias (dosis total de 200 mg). Posterior
a la ultima dosis de FSH, las hembras fueron tratadas con una dosis de 750 1U de
hCG para inducir ovulacién; de los cuales 500 y 1000 IU de eCG fue Optima para
inducir multiple crecimiento folicular en llamas” (Bravo et al., 1990). “con un rango

de embriones trasferibles que van de 0 a 2 por hembra.

Estos resultados son inferiores a nuestro trabajo de investigacién; los cuales podrian
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deberse a factores propios de cada hembra y a al sinergismo de las hormonas

utilizadas; puesto que cada donadora responde de forma particular”.

Recientemente, (Bravo et al.; 2004) reporto un promedio 3,9 embriones trasferibles
y 3 a7 cuerpos lateos en alpacas a las cuales se les administro la hormona eCG. Sin
embargo, no se reporto cuéles fueron los protocolos que se usaron. “Basados en estos
resultados, se ha mencionado que la coleccion de embriones en hembras sin estimular

podria ser una opcion alternativa a este problema” (Taylor et al., 2000).

47



IV. CONCLUSIONES

1. Laadministracion de las dosis de 800 Ul y 1000 Ul de Gonadotropina
CorionicaEquina (eCG) influyen favorablemente en el niumero de
embriones recuperados; del cual la dosis de 800 Ul tiene una diferencia
significativa.

2. Lasdosis de 800y 1000 Ul de eCG no influye sobre la calidad obtenida

de embriones en funcion a la clasificacion empleada.
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V. RECOMENDACIONES

1. Realizar trabajos de investigacion con el propdsito de validar las dosis obtenidas
de gonadotropina corionica equina (eCG) en la superovulacion de llamas en
rebafios en campo.

2. Realizar trabajos de investigacion en transferencia de los embriones obtenidos por
superovulacién con Gonadotropina Coridnica Equina, en rebafios de llamas.

3. Realizar trabajos de investigacion en la criopreservacion de los embriones

obtenidos para salvaguardar el material genético de Llamas.

49



10.

11.

V1. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Adams, G., Sumar, J. and Ginther, O. 1990. Form and function of the
corpusluteum in llamas. Anim. Reprod. Sci., 24: 127-138.

Aguero A, y Rutter B 2001. Follicular dynamics in (Vicugna vicugna).
Theriogenology. 34, 1119-1127.

Alberio R H Aller J F, 1996. Animal Reproduction Science. 121.

Apaza, 2017. Inseminacion Artificial en alpacas con semen fresco en
comunidades campesinas. Memorias. Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. Lima.

Bravo, et al. 2004. The first 10 days of the alpaca embryo. In: 15th International
Congress on Animal Reproduction. Abstract. Porto Seguro. Brazil. pp. 84

Bravo et al., 1990. The Reproductive process of south American camels, Seagull
Printing. United Status of America.

Bustinza, V. 2001. La Alpaca: Crianza, Manejo y Mejoramiento. 1 ed. Puno, Per,
Editorial Universitaria. 343 p.

Bourke y col.1995, Mmiaux y col. 1983. Composition and characteristics of
waves during the bovine oestrous cycle Animal Reproduction Science 20 187-
Callesen H, Greve T y Hyttel P 1986. Preovulatory endocrinology and oocyte
maturation in superovulated cattle. Theriogenology. 25, 71-86.

Carretero et al., 2006. Embryo production in superstimulated Ilamas pre-treated
to inhibit follicular growth. Small Ruminant Res (2010) 88:32-37.

Correa J, Ratto M H y Gatica R. 1997. Actividad estral y respuesta ovarica en

alpacas y llamas tratadas con progesterone y gonadotropinas. Arch. Med. Vet.

50



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Consejo Nacional de Camélidos Sudamericanos (CONACS). 2004.

Del Campo, M. R., C. H. Del Campo and G. P. Adams. 1995. The application of
new reproductive technologies to South American camelids. Theriogenology.
43, 21 -30.

Elwishy, 1987 cytometry, internucleosomal DNA fragmentation, and lysosomal
enzyme activities in granulosa cells and follicular fluid. Mol Reprod Dev.
55(3):270- 281.

Ferrer, M.; A. Aglero; M. Chaves; F. Russo y B. Rutter. 2002. Sincronizacion de
la onda folicular mediante el uso de buserelina en la llama (Lama glama.). Area
de Teriogenologia. Facultad de ciencias Veterinarias. Universidad de Buenos
Aires. In.Vet. ISSN: 1514-6634. 2002, 4(1): 7-11.

Fernandez-Baca, S., Madden, D. and Novoa, C. 2002. Effect of different mating
stimuli on induction ovulation in the alpaca. J. Reprod. Fert. 22: 3-20.

Galina, C. y Valencia, J. 2008. Reproduccion de los animales domésticos, Tercera
edicion. Editorial - limusa. México.

Gonzales, ML; Huanca, T; Cardenas, O. 1978. Evaluacion de la fertilidad en
alpacas inseminadas, Spermova 1(1):64-65.

Gordon s. 1994 Galina, C. y Valencia, J. (2008). Reproduccién de los animales
domeésticos, Tercera edicion. Editorial - limusa. México.

Hafez B. 2002. Llamas y alpacas. 7ma. Ediciéon. Editorial McGraw-Hill
Interamericana Editores S.A. de C.V. México.

Hafez, E. Palomino. witenberg 2000. Reproduccion e inseminacion artificial en
animales. México: 72 ed. Editorial Interamericana Mc Graw-Hill.

Huanca, et al.,2021. Efecto de la administracion de gonadotropinas exdgenas (
eCG) en la respuesta Ovarica y la produccion de embriones en alpacas (Vicugna

pacos).
51



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Hafez B. 2002. Llamas y alpacas. 7ma. Ediciéon. Editorial McGraw-Hill

Interamericana Editores S.A. de C.V. México.

Huanca, W.; M. Ratto; A. Cordero; A. Santiani; T. Huanca; O. Cardenas y G.
Adams. 2008. Respuesta ovarica y transferencia de embriones en alpacas y llamas
en la zona altoandina del Perd. Resumen V Congreso Mundial de Camélidos,
Catamarca—Argentina.

Huanca, W. 2007; Palomino A; Sumar 2000. Camelidos sudamericanos del Perd.
Resumen de Camélidos.

Hyttel, P., Sinowatz, M., Vejlsted 2010. Essentials of domestic animal
embryology, Sunders. El Servier Limited Cap 6, Pag 68-70.

Instituto Nacional de estadistica e informacion (INEI), 2013.
Ministerio de Agricultura, 2004

Novoa, 1999. Dosis de gonadotropinas (eCG y hCG) superovulacién y obtencion
de embriones en alpacas. Rev. Inv. Vet Pert; 10(1): 48-53.

Novoa, C. y J. Sumar. 1968; Bravo et al., 1995. Coleccién de huevos in vivo y
ensayos de transferencia en alpacas. Il Boletin Extraordinario, IVITA,UNMSM
pp. 31-34.

Pacheco C., Velez M. y Garcia V., 20020. Rev Inv Vet Pert 2020; 31(3): e18731
http://dx.doi.org/10.15381/rivep.v31i3.18731

Palomino, H. 2000. Biotecnologia del Transplante y Micromanipulacién de
Embriones de Bovinos y Camélidos Sudamericanos. Editores Importadores,
Perd.

Pérez, G. 1994. Efecto de la GnRH (Gonadorelin) sobre el desarrollo folicular,
método de induccion de ovulacion y embriones en alpacas. Tesis Maestria

Ganaderia Andina.

52


http://dx.doi.org/10.15381/rivep.v31i3.18731

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Picha Y., A.Tibary, M. Memon, R.Kasimanickan, and J. Sumar. 2013.
Chronology of early embryonic development and embryo uterine migration in
alpacas. Theriogenology 79: 702-708.

Ratto M, Huanca W, Singh J y Adams G P. 2005: Comparison of the effect of
natural mating, LH and GnRH on interval to ovulation and luteal function in
Ilamas. Animal. Reproduction Science. 91 (3-4), 299-306.

Ratto MH, Silva ME, Huanca T, Cordero A, Huanca W. 2015. Induccion de
superovulacién en camélidos. Spermova 5: 253-257.

Roche Ireland. 1984. Clinical Theriogenology.

Sato 1982, Garcia y col. 2005. Biotecnologia del Transplante y
Micromanipulacién de Embriones de Bovinos y Camélidos Sudamericanos.

Editores Importadores, Perd.

Sato y Montoya 1990 Superovulatory responses of cattle. Theriogenelogy. 19, 55-
81.

San Martin, 1968. Exogenous progesterone on follicular activity in non-mated
Ilamas. Animal Reproduction Science 69, 37-46.

Scaramuzzi Rensis 2011 — Teriogenologia.

Schams D, B Berisha - Reproduccion en animales domésticos, 2004 - Wiley
Online Library.

Stringfellow D.A y Givens M.D. 1998. Categoria de embriones production of
livestock embryos. Animal Production Sciences, 60-61: 629-642.

Skidmore, L. 2000, Huanca et al., 2004. Embryo transfer. Lecture Notes for the
Shorter Course in Reproduction in the Dromedary Camel. Publiser: International
Veterinary Information Service, Ithaca, New York, USA. pp 4.

SENAMHI, Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia, 2018. Reportes

53


https://scholar.google.com.pe/citations?user=cfLSOg4AAAAJ&hl=es&oi=sra

46.

47.

48.

49,

50.

o1,

52.

53.

54,

55.

56.

Enero-Abril Shaw J., A. Oranratnachai and A. Trounson. Fundamental
cryobiology of mammalian oocytes and ovarian tissue. Theriogenology 53(1):
59-72.

Sumar J, Picha Y. 2014. Embryo transfer. In: Cebra C, Anderson D, Tibary
WA, Van Saun R, Johnson L (eds). Llama and alpaca care. Canada: Elsevier.
p 315-321.

Sumary Leyva 1978. corpus luteum and its effect on the maintenance of gestation
in the alpaca and llama. Acta Vet. Scand. 83,133-141.

Sumar, 1985; Fowler 1989. Llamas y Alpacas. Reproduccién e Inseminacion
Artificial en Animales. Mexico: Editorial Interamericana — Mc Graw — Hill.
Sumar, J. 2000. Renoval of the ovarios or ablation of the corpus luteum and its.
Tibary y Anouse 1997 and Rowson, L. (1973). Experiments on the low
temperature preservation of cow embryos. Vet. Rec. 92: 686-690.

Tibary, A. 2001. Fertilization, embryo and fetal development in camelids. In:
Proceedings of the Annual Conference of the Society for Theriogenology,
Vancouver, BC, Canada, 12-15 september. pp: 387-396.

Trasorras, V.L., 2017. Effect of eCG superstimulation and buserelin in cumulus—
oocyte complexes recovery and maturation in llamas (Lama glama).

Van y Gerneke 1966 Lectin binding patterns and carbohydrate mediation of sperm
binding to llama oviductal cells in vitro.

Vaughan, 2013. Ovarian follicular inter-wave intervals in alpacas. In: Proceeding
of 14th International Congress on Animal Reprod
Vaughan y Tibary 2006. Ovarian follicular inter-wave intervals in alpacas. In:

Proceeding of 14th International Congress on Animal Reprod
Velasquez, C., Novoa, M.C. 1999. Superovulacién con PMSG aplicada en fase

folicular y fase luteal en alpacas. 234-238.

54



57. Velasquez, C., Novoa, M.C., Bravo 1995. Superovulacion con eCG aplicada en
fase folicular. Veterinary Information Service.

58. Koford 1957; San Martin y col. 1968 . The vicuna and the Puna. Ecological
Monographs 27: 153-219.

59. Zirena, N. 1978. Comparacion de dos métodos fisicos semen fresco de  alpaca

y su relacion con la calidad. Tesis Med. Vet. Lima, Peru.

55



ANEXOS

56



ANEXO 1. Panel fotografico

Foto N° 2. Materiales de campo
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Foto N° 4. Hormona Gonadotropina corionica equina (eCG)
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Foto N° 6. Monta natural
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Foto N° 8. Evacuacion del contenido rectal previo a la coleccidon de embriones
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Foto N° 9. Preparacion del material para realizar la recoleccion de embriones.

Foto N° 10. Colecciéon de embriones mediante lavado uterino.
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Foto N° 11. Seleccion y evaluacion de la calidad efhbrionaria

Foto N° 12. Embriones de excelente calidad
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ANEXO N° 2. Registro de las llamas

NOMBRE
DE LAS
LLAMAS

EDAD

CONDICION
CORPORAL

OBSERVACIONES

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18
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ANEXO N°¢ 3. Registro ecografico de las donadoras

ID HEMBRA:

DiA

QOVARIO DERECHO

OVARIO 1ZQUIERDO

OBSERVACIONES

00 0 O
0 0 O O
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ANEXO N° 4. Resultados estadisticos de la evaluacion de dos dosis de eCG

en llamas

Tabla N° 5. Numero de embriones recuperados

The SAS System

The TTEST procedure

Variable: NUMERO DE EMBRIONES RECUPERADOS

tratamiento | N° Mean Stand DV | Stand Err | Minimun Maximum
T1 6 4.6667 0.8165 0.3333 4.000 6.000

T2 6 3.5000 0.5477 0.2236 3.000 4.000
Diff(1-2) 0.4014
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Gréfico N° 1. Distribucion de nimero de embriones recuperados
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Tabla N° 6. Tratamiento de Calidad de embriones recuperado por tabulacion cruzada

Calidad
E B R M | Total
Tratamiento =~ T1 Recuento 10 8 3 3 4 28
% dentro de 35,7% 28,6% 10,7% 10,7% 14,3% 100,0%
Tratamiento
T2 Recuento 8 7 2 2 4 21
% dentro de 38,1% 33,3% 9,5% 0% 19,0% 100,0%
Tratamiento
Total Recuento 18 15 5 3 8 49
% dentro de 36,7% 30,6% 10,2% 6,1% 16,3% 100,0%
Tratamiento
Tabla N° 7. Prueba de chi-cuadrada
Valor gl Sig. asintdtica (2 caras)
Chi-cuadrado de
25412 4 ,637
Pearson
Razo6n de verosimilitud 3,646 4 456
N de casos validos 49

a. 6 casillas (60,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo

esperado es 1,29
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Tabla N°8. Prueba de varianza

Method Variances DF t Value Pr> |t
Pooled Equal 10 291 0.0157
Satterthwaite Unequal 8.7422 291 0.0179

t calculada: 2.91 > ttabulada: 1.8125

Equality of Variances

Method Num DF Den DF F Value Pr>F
Folded F 5 5 2.22 0.4014

HO: Varianza del T1=Varianza del T2
Ha: Varianza del T1#Varianza del T2

Valor —p es < 0.05 (existe diferencia estadistica significativa) *
Valor —p es < 0.01 (existe diferencia estadistica altamente significativa) **
Valor —p es = 0.05 (No existe diferencia estadistica significativa) ns

GRAFICO N° 2 Comparacion entre tratamientos

NCL Comparisons for TRAT

5.50
5.25

T2
5.00 m
475

T1 T2
4.50
4.50 475 5.00 5.25 5.50

Differences for alpha=0.05 (Tukey Adjustment)
Mot significant Significant
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