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RESUMEN

El presente trabajo fue llevado a cabo en el Centro de Investigacién en
Cameélidos Sudamericanos CICAS - "La Raya", perteneciente a la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, con ayuda del
Instituto Veterinario de Investigaciones Tropicales y de Altura (IVITA). Se
usaron 24 hembras alpacas de la raza Huacaya seleccionadas,
separandolas en dos grupos: grupo experimental (12) y grupo
control (12), conformando 6 primerizas y 6 multiparas cada grupo.
Ambos grupos presentaron ovarios normales y con foliculos  en
desarrollo menor a 7 mm observadas por ultrasonografia. Con el
objeto de evaluar el protocolo de superestimulacion ovarica utilizado
500 Ul de Gonadotropina sérica de la yegua prefiada : PMSG (dia 0)
y 750 Ul de Gonadotropina coriénica humana: hCG y recibieron el
mismo dia 2 montas con machos fértilesalas 7 am y 5 pm (dia ), y
se realiz6 la recuperacion de embriones, mediante laparoscopia
abdominal con un método quirirgico (dia 2) , con el fin de colectar y

conocer el desarrollo embrionario.



Se logré obtener 99 cuerpos llteos del grupo de primerizas y 60 del
grupo de multiparas. Del grupo de primerizas se logro colectar 36
embriones y 20 del grupo de multiparas. La recuperacién de
embriones se llevo a cabo con mucho éxito lograndose los objetivos
propuestos desde un comienzo. La tasa de recuperacién fue de
35 %. Con esta técnica se puede aumentar el potencial reproductivo
de animales genéticamente superiores en una posterior

transferencia de embriones.
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I. INTRODUCCION

La criaﬁza de camélidos sudamericanos, particularmente de
la alpaca, debe contribuir al bienestar de un sector importante de
pobiacion que habita los andes altos; dichos recursos son fuente de
ocupacion e ingresos, de carne, fibra y de otros bienes de gran
valor. Para dicho propésito se requiere, entre otros aspectos,
mejorar las practicas tecnolégicas de las crianzas a fin de elevar la

produccion y productividad (36).

En los camélidos, los estudios sobre la ovulaciéon muiltiple
son escasos Yy con resultados variables e inconsistentes. Los
metodos superovulatorios ensayados han logrado estimular la
formacién de 2 a 11 cuerpos lGteos por animal, logrando recuperar
s6lo el 50% de los embriones (13). Estas respuestas son inferiores
a las obtenidas en otras especies domésticas como, la vaca (25);
oveja (16) y la cabra (25). Por otro lado, de 65 transplantes de
embriones realizados en camélidos se ha registrado el nacimiento

de sélo 7 crias, a nivel mundial.



Los estudios sobre ovulacidon multiple vy transferencia
embrionaria en alpacas y llamas son escasos. Para estimular el
crecimiento folicular se ha utilizado la gonadotropina coriénica
equina (eCG) o la hormona estimulante del crecimiento folicular
(FSH) y luego para inducir la ovulacion multiple se ha empleado ya
sea la gonadotropina coribnica humana (hCG), la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) o la monta natural. Estos
tratamientos han sido aplicados ya sea en fase folicular (38), (7) o
en fase Progestacional inducida (5), (11). En general los
tratamientos indicados, tanto en fase folicular como progestacional,
resultaron en una respuesta ovulatoria variable, el numero de

ovulaciones vario entre 2 a 11.

Mientras dichos esfuerzos se van materializando y
ampliando, se necesita desarrollar técnicas reproductivas que
faciliten la difusién masiva de dichos animales mejorados. En la
actualidad, el numero promedio de crias (n=6) que una hembra
alpaca o llama puede producir durante toda su vida reproductiva es
muy limitado para difundir material genético deseado. Las técnicas
de la ovulacién multiple (OM) y transferencia de embriones (TE)
son una posibilidad para superar esta limitacion, harian posible

que una hembra selecta pueda tener una descendencia numerosa



y por otro lado, reducir el intervalo generacional mediante el uso de

animales jovenes (39).

La mayoria de la poblacidén de alpacas y llamas en el pais se
cria en rebafos -pequefios, de composicién heterogénea, que
incluyen animales de diferentes colores y de razas (alpacas
Huacaya y Suri y llamas Chaku y Ccara) y sus cruces. En estas
condiciones los diferentes recursos genéticos se encuentran sub
utilizados, su potencial productivo que podria ser mejorado
mediante seleccién se ve muy limitado. Para superar estas
limitaciones varias instituciones estan trabajando en la formacion
de nudcleos genéticos de alpacas y llamas "puras" y, con base en
estos animales preseleccionados, avanzar en el mejoramiento
genético mediante seleccion de los animales que reulnen

caracteristicas deseables desde el punto de vista productivo (36).

En esta consideracidn, un aspecto que merece atencién es
el mejoramiento genético y para ello varias instituciones estan
trabajando en la formacién de nucleos genéticos orientados a la
selecciébn y produccién de animales genéticamente superiores
desde el punto de vista productivo, los mismos que son usados

como reproductores en los rebafios que se desean mejorar (36).



Por lo cual se considera la  superovulaciébn y la
recuperacion de embriones como una alternativa para ser
utilizada en el mejoramiento genético de una manera mas rapida
comparado con Iorque se viene haciendo. Con el presente estudio
vamos aportar para que posteriormente realizar transferencia de
embriones en esta especie y la congelacion de embriones lo que
permitira incrementar la disponibilidad de embriones provenientes
de hembras que relinen caracteristicas deseables desde el punto

de vista productivo y genético.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Conducta reproductiva:

Los camélidos sudamericanos son especies de ovulacion
inducida, ya que requiere del estimulo de la copula para inducir la
ovulacion y son considerados usualmente como especies de
reproduccién estacional en su habitad natural. La temporada normal
de apareamiento en este ambiente ocurre en los meses mas calidos y

humedos, cuando el forraje es abundante (36).

En la alpaca se ha reportado una temporada reproductiva que
va desde diciembre a marzo (50). Esta estacionalidad se debe al tipo
de manejo, ya que es observada cuando el macho y hembra se
mantiene juntos durante todo el afio, permite los servicios sélo una
vez al mes, tanto machos como hembras muestran receptividad
sexual durante todo el afio (18). Esta receptividad se presenta,
debidb a que en la hembra existe continuidad en el desarrollo
folicutar ovarico a lo largo de todo el afio con presencia de foliculos 2
6 mm (8); lo cual mantiene altos niveles de estradiol, los mismos que

actuan en el cerebro produciendo dicho comportamiento (39).



El patrén de apareamiento se distingue en doé, fases una inicial
o de cortejo, seguida de la fase final o copula (50). Durante la primer
fase, el macho persigue e intehta montar a la  hembra,
prolongandose sélo pocos minutos, si la hembra esta receptiva. La
segunda, en cambio, es una duracion mayor Yy mas variable que

puede ser prolongado como de 30-50 minutos (9).

2.2 Fisiologia reproductiva de la hembra
2.2.1 Pubertad
En la alpaca hembra, la pubertad se inicia entre los 10 a 12
meses de edad, donde la mayoria de las virgenes muestran
receptividad sexual ql ser puestas en conjuncion con el macho, sin
embargo se sabe po‘r investigacion que la actividad ovarica se
inicia a los 10 meses de edad, esto cuando los ovarios muestran un

desarrollo folicular de 5 mm., o mayores a ésta (50).

2.2.2 Dinamica folicular
Estudios en alpacas por laparoscopia (8) y en llamas por
ultrasonografia (9); demostraron la dinamica folicular. La onda
folicular consiste en un grupo de foliculos de 3mm (los primeros en

ser observados) tienen un crecimiento similar, hasta el momento en



que generaimente uno se vuelve dominante y continlia creciendo,
mientras que los demas sufren atresia (26). Los foliculos se
vuelven dominantes cuando miden mas de 6mm de diametro,
foliculos mas grandes a este diametro son responsables de la
receptividad continua al macho en cualquier momento durante la

onda anovulatoria (2).

Se ha apreciado que en ausencia del macho, la actividad
ovarica ocurre en ondas de crecimiento y regresién folicular. En
cada onda folicular, un foliculo se hace dominante, crece para

madurar y finalmente regresiona (8).

También existe informacién sobre la actividad folicular
durante tres diferentes condiciones fisiologicas en llamas:
anovulatorias (sin: apareamiento), ovulatorias no prefadas
(apareamiento con macho vasectomizado) y ovulatorias prefiadas.
En llamas ovulatorias no prefiadas, el foliculo dominante de la
primera onda anovulatoria es detectado 3 dias después de la
ovulacién, asi mismo, los foliculos dominantes de dicha onda
pueden medir entre 9-15 mm.de diametro en el dia 15. Ademas, el

tiempo de vida de los foliculos dominantes anovulatorios es de 20 —



25 dias y el intervalo entre ondas es de 19,8+ 0,7 dias tanto en

llamas ovulatorias no prefiadas como en las anovolutarias (1).

En estudios posteriores, se observo que el diametro maximo

del foliculo dominante anovulatorio fue mayor que en llamas
prefiadas (9,7t 0,2 mm); (2).

La observacién de foliculos dominantes de menos diametro
(10,4 + 0,2 mm) se encuentra asociada con la presencia de cuerpo
liteo y con la etapa de lactacion, ya que en llamas ovulatorias
prefiadas el intervalo entre ondas es de 14,8 + 0,6 dias y durante la
lactancia se observa un intervalo entre ondas de 2,5 + 0,5 dias.
Ademas, existe disminucion del didmetro del foliculo dominante de
la priméra onda anovulatoria, debido a los altos niveles de
progesterona secretada por el cuerpo luteo resultante de la copula
con un macho vasectomizado. Es por esta razoén que la lactacion y
la presencia de un cuerpo luteo estan asociadas a la depresion del

desarrollo folicular (1).



Se demostr6 que la progesterona exégena inhibe el
desarrollo de los foliculos dominantes y subordinados durante los
dias de tratamiento, y que luego de finalizado aumente el niumero
de subordinados, probablemente debido a la regresion del foliculo
dominante que permite la emergencia de una nueva onda folicular

(46).

Una prolongada exposicion a progesterona como la
observada en llamas gestantes, resulta en una significativa
reduccion en el diametro de la segunda anovulatoria y una
temprana regresién> del foliculo dominante en la primera onda,
resultando un intervalo entre ondas mas cortas que el observado
en hembras anovulatorias (no apareadas) y ovulatorias no

prefiadas (apareamiento estéril); (1).
2.2.3 Estro:

En las alpacas, existe una gran variabilidad individual en los
sintomas del celo, independiente si las hembras son virgenes o
multiparas, o el estado reproductivo en general. La variabilidad en
la duracion del celo y en la regularidad de la ocurrencia,

presumiblemente refleja el hecho, que en hembras no servidas, la
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fase folicular no termina en la ovulacion, y que no existe la fase
lutea que determina el correcto ritmo de eventos después de
finalizado el celo. La liberacién de la hormona ovuladora por la
hipdfisis anterior (hormona Iuteinizante - LH) a la corriente
sanguinea, es normalmente producida por la copula, a través de

una o mas vias neurales. (50)

Ovulacion

La ovulacion es una etapa critica en el proceso reproductivo
de los mamiferos, tanto en los ovuladores "espontaneos", como en
los ovuladores "inducidos". Los eventos que conducen a la
ovulacién y los intentos de manipular estos procesos, han sido
objeto de investigaciones, durante mucho tiempo. (45) y (6). Los
camélidos, pertenecen a un grupo de espec}es - que incluye a los

conejos, felinos y hurones- que son ovuladores inducidos y que

necesitan de un estimulo para liberar el évulo (43); (15) y (33).

Los foliculos preovulatorios experimentan tres cambios
principales durante el proceso ovulatorio:  Maduracion

citoplasmatica de las células de monticulo ovérico (entre las células
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de la etapa de la capa granulosa) y el adelgazamiento y rotura de

la pared folicular externa (26).

La ovulacién también puede ser inducida exitosamente, por
una inyeccion directa de 1 fng de hormona luteinizante (NHI-LH-
SIOVINE) o por 4-8 _g de hormona de liberacién gonadotrépica

(GnRH: Buserelin Hoechst); (49).
2.2.4.1 Induccion de la ovulacién mediante la cépula

En la alpaca el tiempo minimo de ovulacién se calculé 26
horas después del apareamiento natural y 24 horas después del
tratamiento con HCG. Cerca del 40% de las hembras que no

ovularon tenian un afio y el 15 % eran adultas (26).

La ovulacién es una etapa critica en el proceso reproductivo
de los mamiferos, tanto en los ovuladores "espontaneos”, como en
los ovuladores "inducidos". Los eventos que conducen a la
ovulacién y los intentos de manipular estos procesos, han sido
objeto de investigaciones, durante mucho tiempo. Los camélidos,
pertenecen a un grupo de especies - que incluye a los conejos,
felinos y hurones- que son ovuladores inducidos y que necesitan de

un estimulo para liberar el évulo (50).
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Se presentan los resultados de vaﬁos intentos de inducir la
ovulacion por diferentes métodos: cépula con macho fértil y estéril,
el uso de hormonas exdgenas, el llamado "efecto del carnero ", asi
como la coloéacién intravaginal del semen de alpaca y toro.
También se discute el fendmeno de la ovulacion espontanea. Se
analiza la relacién existente entre los varios mecanismos del
estimulo de la ovulacion, formacion de cuerpo luteo y los niveles y

duracion de la progesterona circulante (50).

En los camélidos sudamericanos, la cbpula dura
relativamente un tiempo largo (20 minutos en promedio). Parece no
existir sin embargo, alguna relacién entre el largo del tiempo del
acto copulatorio, y la ocurrencia de la ovulacién. Copulaciones
multiples o interrumpidas, no tienen aparente efecto en los niveles

de respuesta (26).

En numerosos experimentos, poréentajes variables de
alpacas o llamas hembras, aparentemente no sujetas al estimulo
conocido, presentaron ovulaciones, que han sido. denominadas
"espontaneas". L.as hembras estuvieron aisladas de los machos,
excepto por un corto periodo de exposicibn a los machos

vasectomizados, para los propoésitos de deteccion del celo. Los
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rebafios de hembras de estos estudioé, no estuvieron bajo
observacion constante, por lo que no se sabe la magnitud de
montas entre hembras; es posible que estas montas o el corto
periodo de contacto con el macho vasectomizado, fueron de hecho
responsables por lo que de otra manera, parecen ser ovulaciones
"espontaneas"”. Algunas ovulaciones han sido atribuidas a
respuestas fisicas o a feromonas en relacién a la exposicion al
macho o a factores de cohabitacién con hembras en celo, actuando

conjuntamente (50).

Estudios en alpacas muestran que 30 a 40% requieren de

una monta para ovular (9).

2.2.4.2 Inducciéon hormonal de la ovulacion

Las hembras camélidas pueden ovular}sin estimulo coital
mediante la administracién de hormonas (19). La aplicacion de 750
NI de HCG fue suficiente para inducir ovulacién en 100% de
alpacas y 80-800 nug de Gn RG provocaroﬁ la ovulacién en 80% de
[lamas y alpacas (8). Similar respuesta se ha observado con la

aplicacion de 1 mg de LH. Via Intramuscular (50).
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El tiempo de ovulacién en llamas es de 30,2 + 1,6 horas
después de la aplicacién de 1ml de Ngr. Y de 30,2 + 2,3 horas
posterior a la aplicacion de 0,5 ml de LH. La aplicacion de 1ml de
Ngr. Y de 30,2 + 2,3 horas posterior a la aplicacion de 0,5 ml de
LH. La aplicacién de LH (300Ul) o de la asociacion de HCG (100-
200Ul) con Ngr; (22). Por via intravenosa produce ovulacion en

camellos bactrianos (52).
2.2.4.3 Induccién con plasma seminal

Estudios realizados en camellos bactrianos sefialan que la

aplicacion de semen o fluido seminal produce ovulacion (52).

Se han realizado en llamas y alpacas para determinar la
respuesta ovulatoria ante la aplicacién del plasma seminal. Se ha
determinado que la aplicacién via intramuscular de plasma seminal
de llama o alpaca y en menor grado el plasma seminal de de toro
inducen la ovulacioén en llamas (31). Lo cual fue corroborado por

(1); quien determinaron que el plasma seminal de alpaca y llama
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produce aumento en los niveles de LH circulante y la consiguiente

ovulacién junto con la respuesta luteogénica.

Un estudio reciente sefiala que la fraccién de plasma
seminal capaz de inducir ovulacion en llamas, fue aquella que tuvo
un peso molecular mayor de 30K da; registrandose un 100% de

ovulacién en las hembras tratadas con esta fraccion (1).

Fecundacion

La fecundaciéon se da lugar en el ampula del oviducto, es
aqui que se almacenan los espermatozoides pasa a través del
cumulus oophorus del ovocito, se produce la fijacion del
espermatozoide a la membrana plasmatica y ocurre la penetraciéon

(entre 5-15 minutos despueés de la fijacion); (12).

Para la fijacidn es esencial que el gameto masculino tenga el
acrosoma intacto. La reaccién acrosémica permite la liberaciéon de
acrosina y hialurodinasa, por medio de la cual los espermatozoides
digieren una parte de la zona pellcida para abrirse paso hacia la

membrana vitelina. La hialuronidasa y otras enzimas presentes en
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el acrosoma de los espermatozoides, permite la penetracion del

monticulo celular (26).

Una vez que el espermatozoide penetra se produce la
activaciéon del ovocito, y por lo tanto la reanudacion de la meiosis,
la cual finalizara con la formacién del segundo corptisculo polar y el
pronucleo femenino. También se produce la formacion del

pronucleo masculino (12).

En la actualidad no existen trabajos que especifiquen la
calidad de los embriones producto de la superovulacién ovarica con
CG tanto en fase luteal como no luteal, es por ello que el presente
estudio significa un gran aporte para la determinacion de los grados
de calidad embrionaria que se puede conseguir con dichos
protocolos y si es factible el uso de dichos protocolos para la

obtencién de embriones de excelente calidad.
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Mortalidad embrionaria

Las mortalidades embrionarias en alpacas ocurren los
primeros 35 dias de la gestacidn (17). Estudios mas recientes
encontraron 20% de fallas ovulatorias por deficiente respuesta de
la hembra al estimulo coital del macho y el 12% de pérdida del
6vulo fecundado dentro de los primeros 5 dias post—ovulécién;
ademas, se sugiri6 que el estradiol de los foliculos estrogénicos
presentes alrededor de este periodo afectaban el desarrollo del

cuerpo luteo (27).

Estos miémos autores demostraron en base a la disminucion
del tamafio del cuerpo Iuteo, que hay una relacién entre cuerpos
luteos afectados y mortalidad embrionaria en estadios posteriores
(27). La asociacién de estos resultados con los de (17); sugieren la
ocurrencia de una mayor mortalidad en estadios mas avanzados
de la gestaciéon temprana; sin embargo, esta informacién requiere
ser confirmada, sobretodo la magnitud de la mortalidad embrionaria
y la probable alteracién hormonal, alrededor del proceso del
reconocimiento maternal de la prefiez, el cual, en base a un

descenso temporal de los niveles de progesterona, ha sido
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sugerido que puede ocurrir entre los dias 9 y 11 post-ovulacién en

alpacas (7).
Superovulacién

La ovulacién también puede ser inducida exitosamente, por
una inyeccion directa de 1 mg de hormona luteinizante (NHI-LH-
SIOVINE) o por 4-8 g de hormona de liberacion gonadotrépica

(GnRH: Buserelin Hoechst); (50).

Los embriones provenientes de alpacas donadoras se han
recuperado ya sea por medios quirdrgicos o no quirdrgicos. Se
detallaron la recuperacién de cigotos tomados del oviducto de
alpacas mediante laparotomia abdominal. Se impulsaron los
cigdtos desde el oviducto hasta el utero, porque es imposible
pasar la valvula especial en la unién uterotubarica y se
recuperaron mediante una incisiébn en la pared uterina. El indice
de recuperacién en alpacas con ovulacién simple fue de 80 %

(36).

El numero promedio de crias (n=6) que una hembra alpaca
puede producir durante toda su vida reproductiva es muy limitado

para difundir material genético deseado. Las técnicas de la
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ovulacién multiple (OM) y transferencia de embriones (TE) son una
posibilidad para superar esta limitacién; permitirian, por otro lado,
reducir el intervalo generacional mediante el uso de animales

jovenes (39).

Coleccion y evaluacion de embriones

Existen dos técnicas de coleccion de embriones: La
quirdrgica y la no quirdrgica. La coleccion embrionaria de ovinos
se efectta generalmente entre 3-9 dias después del celo. El
lavado entre 3-7 dias después del celo. El lavado temprano de los
oviductos se realiza entre los dias 3-4 y el lavado del cuerno
uterino entre los dias 5-7. Los embriones colectados varian en

desarrollo desde embridn 8-16 células a blastocistos (24).

En camélidos sudamericanos los embriones son
recuperados alrededor del dia 6-7 post copula en estadio del

blastocito o blastocisto expandido (9).
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Técnica quirargica

La técnica quirdrgica (laparoscopia o laparatomia) es
generalmente utilizada en la coleccién de embriones en rumiantes

menores (24).

Laparoscopia

Durante la  laparoscopia se realiza tres pequefas
punciones en area anterior a la ubre, luego de corroborar la
posicion correcta del laparoscopio, la cavidad abdominal es
insuflada con diéxido de carbono para inducir un
neumoperitoneo. Seguidamente se procede a localizar los ovarios

(para contaje de cuerpos Itteos) y el utero; (24).

El cuerno uterino al ser lavado es fijado por la base, luego
se punza con un trécar. Un catéter flexible es introducido dentro
mide la luz uterina, es dirigido hacia la punta del cuerno y
posteriormente el balén de dicho catéter es inflamado bajo control
visual. El lavado debe realizarse sellando la punta del cuerno
para evitar la pérdida del medio por el oviducto. El medio lavado

es recuperado por la misma via por la que se introduce y es
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recuperado en una placa petri. Se utilizan ml del medio lavado,
repitiendo la operaciéon al menos 2 veces por cada cuerno

(24).

Sobre la base de examenes laparoscépicos a intervalos de
3, 5, 7y 9 dias, se ha sugerido que los estadios de crecimiento,
mantenimiento y regresion de -un foliculo, promediaban para cada
fase, 4 dias, durando 12 dias la onda folicular en la alpaca (ra‘ngo
de 9 - 17 dias); (8). En la llama la onda folicular, sin considerar el
estado reproductivo, variaba de 20 a 25 dias, con un desarrollo
folicular deprimido, en hembras lactantes y en aquellas que tenian

un cuerpo luteo (1).

2.6.2 Laparotomia

Luego de realizados los procedimientos de asepsia y
anestesia propios de una cirugia, se procede a ubicar al animal
en una camilla que permita su elevaciéon en angulo de 60 grados,
para conseguir que las visceras se desplacen en forma craneal.
Seguidamente se realiza una incision ya sea medial o paramedial.

Los planos musculares son divulcionados hasta lograr el ingreso a
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la cavidad abdominal. Una vez localizados los ovarios Yy utero, son
sujetados mediante el uso de compresas de gasa. Posteriormente
se procede a efectuar un pequefio ojal enla base del cuerno y
a través del mismo se introducen el cateter foley para el lavado.
Una vez introducido el cateter en el lugar deseado, el baion es
inflado hasta que se sienta (por palpacién) que obstruye el lumen

uterino. Posteriormente se procede al lavado; (24).

La primera coleccién de embriones de alpaca fue realizada
por medio de la laparotomia de los oviductos, durante este estudio
se recuperaron embriones 3 dias post-cépula de estadio de mérula

(38).

Hormonas:

La LH es también necesaria para el crecimiento de los
foliculos (efecto estrogénico) en sinergismo con la FSH y para el
establecimiento y mantenimiento del cuerpo Iluteo (efecto
luteotrépico) ; por consiguiente, se esperaria que la copula
postovulatoria estimule la secrecion de LH, sin llegar al

establecimiento del pico preovulatorio, pero suficiente para ejercer
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el efécto estrogénico y/o luteotrépico. La ocurrencia de cualquiera
de estos efectos dependeria del grado de desarrollo del cuerpo
luteo después de la ovulacion. El efecto estrogénico explicaria la
presencia de foliculos >6 mm detectados entre los dias 2 y 4 post-
ovulacion (28), mientras que el efecto luteotropico explicaria la
secrecion de progesterona con niveles >1 ng/ml en plasma
sanguineo (niveles inhibitorios) por el cuerpo Iuteo, después del dia
3 en la mayoria de alpacas, y el establecimiento y desarrollo de un

cuerpo liteo completamente funcional (50).

La aplicacion de PMSG + hCG (fase folicular) y de P4 +
PMSG + hCG (fase luteal inducida) resulté en una gran respuesta
ovulatoria en alpacas. Se recomienda experimentar con menores
dosis de PMSG, para evitar una excesiva estimulacion del
crecimiento Folicular y la formacién de quistes foliculares,

particularmente en el T3 (fase luteal inducida); (39).
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lll. MATERIALES Y METODOS

Localizacion de la investigacion

El estudio se realizd en el Centro de Investigacién en
Camélidos Sudamericanos CICAS - "La Raya", perteneciente a la
Universidad Nécional de San Antonio Abad del Cusco, con ayuda
del Instituto Veterinario de Investigaciones Tropicales y de Altura
(IVITA). Este centro de investigacién esta ubicado en el distrito de
Marangani, provincia de Canchis, regién Inca, Peru; a uné altitud

de 4 200 metros; 15° latitud sur, 71° longitud oeste.
MATERIALES:
RECURSOS MATERIALES

Equipo de laboratorio

Ecografo ALOKA SSD 500 con transductor lineal de
50y 7,5 MHz.

= Microscopio.

x Estereoscopio.

* Autoclave.

» Centrifuga.
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» Balanza analitica.
= Mesas de cirugia para camélidos

» Equipo de cirugia.

b. Materiales de laboratorio

Placa petri de 35 mm de diametro

» Placa petri cuadradas de 100 mm de lado
= Pipetas

= Jeringas desechables de 10 ml.

» Marcador indeleble punta ultrafina
c. Medios y hormonas

= Gonadotropina del suero de yegua prefiada (PMSG)
» Gonadotropina corionica humana (HCG)
-= PBSM
* Anestesia local
» Tranquilizante

=  Antibidtico

-+ 00271
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3.2.2 MATERIAL EXPERIMENTAL

Para el presente trabajo se utilizaron 24 alpacas tal como indica el

cuadro.

Cuadro 1: Distribucién del material experimental

Grupo Grupo control Total
experimental
Primiparas 6 6 12
Multiparas 6 6 12
Total 12 12 24

Elaboracién propia
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3.3 METODOLOGIA
Para el presente trabajo se utilizaron los siguientes tratamientos:
Tratamiento 1

Dia 0 se aplicé 500 Ul de Folligon. Gonadotropina sérica

(PMSG), a la muestra experimental (12 alpacas).
Tratamiento 2

El dia 5 se aplico 750 Ul de Pregnyl, Gonadotropina corionica

humana (hCG), a la muestra experimental (12 alpacas).

A los animales del grupo control se aplicé agua destilada en

las mismas cantidades del grupo experimental
3.3.1 Seleccidén y evaluacion de hembras donadoras

La selecciéon consistié en seleccionar animales de mayor
produccién, hembras vacias, 15 dias antes de aplicacién de
hormonas tomando en cuenta las caracteristicas de importancia
econdémica: (densidad, finura, uniformidad, color entero, buena

conformacion), como padre y madres de la futura generacion.
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Luego se realizé un examen ovarico mediante el
ecografo con dispositivo de transductor rectal (56 Mhz). En total
fueron 24 alpacas de la raza Huacaya seleccionadas,
separandolas en dos sub grupos: 12 conformaron el grupo
control y 12 nuestras el grupo experimental, que a su vez fue

dividido en dos grupos; primerizas (6) y multiparas (6).
3.3.2 Servicio de hembras superovuladas

Después de la seleccion, se continu6é con el protocolo
de estimulacién ovarica: Dia 0 se aplicé 500 Ul de Folligon,
gonadotropina sérica de la yégua prefiada(PMSG) por via
intramuscular a horas 7 am. a la muestra experimental (12

alpacas).

El dia 5 se aplicé 750 Ul de Pregnyl, gonadotropina
corionica humana (hCG) por via intramuscular a horas 7 am,
a la muestra experimental (12 alpacas). Posteriormente se
realizd0 un empadre controlado de las mismas con
identificacion del macho, dos veces al dia alas 8 am y 5

pm horas.



29

3.3.3 Registro de ovulacién y colecciéon de embriones.

El dia 9 se realiz6 la laparatomia a las 12 hembras
(muestra experimental). Antes de las cirugias se utilizé
anestesia local en el area de vientre 2 ml y se aplico
tranquilizantes (xylacina) via Intramuscular 2 ml con la debida
asepsia requerida, el animal permanecidé en una camilla que
permita su elevacién en angulo de 60 grados, para conseguir que
las visceras se desplacen en forma craneal, se realiz6é un corte en
la linea media ventral, luego los ovarios fueron expuestos
procediéndose a contar el numero de foliculos y a continuacion
se realizé la coleccion de embriones. La coleccion se realizo
con solucion PBS (Solucion Phosfato-buffer-salino modificado),
10 ml/animal por el infundibulo y colectando el liquido del
lavado mediante una pipeta pasteur, cuyo extremo mas ancho
fue insertado en el cuerno uterino adoséandolo a la union utero-
tubarica. Para asegurar que el liquido pase a través de la
pipeta fue necesario obliterar el cuerno uterino con una pinza,

aplicada en la parte media del cuerno.
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La solucién recuperada se colocé en una placa petri
para la identificacion de los embriones mediante un
estereoscopio, la localizacién, manipulacién y evaluaciéon de
los embriones se realiz6 lo mas rapido posible con el fin de

trasladarlos a un medio de mantenimiento adecuado.

DISENO EXPERIMENTAL

Para determinar el efecto de los tratamientos se utilizo el
disefio de bloques completamente aleatorio (DBCA), lo que

permitié probar el efecto de los tratamientos.

3.3.5 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizd utilizando medidas de
variacion, la técnica de analisis de varianza con el modelo del

disefio de bloques completamente aleatorio (DBCA).

Se utilizé las siguientes variables: numero de  cuerpos
luteos, numero de embriones recuperados, método quirdrgico,

alpacas primerizas y multiparas.



IV. RESULTADOS

4.1 EVALUACION DE DOSIS DE GONADOTROPINA SERICA DE LA

JYEGUA PRENADA (PMSG) GONADOTROPINA CORIONICA

HUMANA (hCG) Y SU RESPUESTA PARA SUPEROVULACION

EN ALPACAS DE RAZA HUACAYA EN EL CENTRO DE

INVESTIGACIONES DE CAMELIDOS SUDAMERICANOS, LA
RAYA-CUSCO 2008

En el presente trabajo de Investigacion se llegd a los siguientes
resultados, las alpacas que fueron tratgdas con gonadotropina
sérica de la yegua prefiada (500 Ul) y gonadotropina coridnica (750
Ul) sobre la respuesta a ovulatoria. Se puede observar que el 100%
de las hembras de grupo experimental tuvieron respuesta ovarica a

dosis de hormonas utilizadas en el presente trabajo.

Al réalizar la aplicacion de los tratamientos de superovulacién
ovarica tanto en primerizas como multiparas (grupo experimental)
se pudo obtener una respuesta favorable en primerizas como se
indica en el cuadro 2, reflejandose un aumento de foliculos y como

consecuencia de ello el nimero de cuerpos Itteos
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.Cuadro 2. Resultados de superovulacion dosis de hormonas
500 Ul de (PMSG) vy 750 Ul de (hCG) en alpacas de raza
huacaya en el centro de Investigaciones de camélidos

sudamericanos La Raya-Cusco 2008

N° de

cuerpos | N° de
N? de arete |lUteos |embriones
Primerizas GE
H0-01 19 11
H0-06 22 5
HO-47 16 5
HO0-34 15 6
S0-071 14 5
HO0-15 13 4
Total 99 36
Multiparas GE
H0-270 12 6
HO0-501 12 3
H0-448 ] 9 0
HO-125 15 6
H0-019 3 2
H0-802 9 3
Total 60 20
Primerizas GT
HO-05 0 0
HO0-07 0 0
H0-08 0 0
H0-09 0 0
HO0-10 0 0
HO-12 0 0
Total 0 0
Multiparas GT
H0-346 0 0
HO-111 0 0
H0-321 0 0
H0-655 0 0
HO0-154 0 0
HO0-254 0 0
Total 0 0

G E = Grupo experimental
G T = Grupo testigo
Fuente : Elaboracién propia.
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En el cuadro 2; observamos la respuesta ovulatoria obtenida a la
aplicacién de (500 Ul de  gonadotropina sérica de la yegua
prefiada (PMSG) vy 750 Ul de gonadotropina coriénica humana

(hCG)

4.2 DETERMINACION DEL NUMERO DE CUERPOS LUTEOS EN
ALPACAS DE RAZA HUACAYA EN EL CENTRO DE
INVESTIGACIONES DE CAMELIDOS SUDAMERICANOS, LA

RAYA-CUSCO, 2008

Segun el presente trabajo (cuadro 2), la relacién al numero de
cuerpos lateos presenté una variacion de 12 a 22 cuerpos luteos en el
grupo de las primerizas y de 3 a 15 en el grupo de las multiparas; no

hubo respuestas de ningun tipo en el grupo testigo.

La formacién de un grupo no tratado o grupo control nos ayudo
a determinar la respuesta ovarica y ovulatoria normal que se observa

post cédpula. Sin influencia de hormonas exogenas
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Cuadro 3. Cuerpos lateos encontrados seglin ovarios:
derecho e izquierdo en alpacas de raza huacaya en el centro
de investigacion de camélidos sudamericanos, La Raya-

Cusco

Hembra/ arete Ovario derecho | Ovario lzquierdo | Total
Primerizas G E
HO-01 10 9 19
HO-06 12 10 22
HO-47 7 9 16
HO-34 9 6 15-
S0-071 7 7 14
HO-15 7 6 13
Primerizas G T
HO-05 0 0 0
HO-07 0 0 0
HO-08 0 0 0
HO-09 0 0 0
HO-10 0 0 0
HO-12 0 0 0
Multiparas G E
HO-270 7 5 12
HO0-501 4 8 12
HO0-448 9 Unicornio 9
HO-125 9 6 15
HO0-019 1 2 3
HO-802 5 4 9
Multiparas G T
HO0-346 0 0 0
HO-111 0 0 0
HO-321 0 0 0
HO-655 0 0 0
HO-154 0 0 0
HO0-254 0 0 0
Total 87 72 159

Fuente: Elaboracién propia

El cuadro 3,

encontrados en

nos muestra claramente

los cuerpos luteos

el ovario derecho e izquierdo respectivamente.
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Cuadro 4. Numero de cuerpos liteos formados en los
diferentes tratamientos. en alpacas de raza huacaya en el
centro de investigacion de camélidos sudamericanos, La
Raya-Cusco

Tratamiento | Animales | Total Cuerpos Rango
(n) luteos
Promedio
Ti1: Testigo 12 0 0 0
T2:Primerizas 06 99 16.5 12-22
T3 :Multiparas 06 60 10 3-15

Elaboracion propia

El cuadro 4 el nimero de cuerpos luteos observamos el
namero promedio de los mismos. Asi mismo, se pudo determinar
que. no existi6 diferencia estadistica en el ndmero promedio de los

C.L. observados en los dos grupos (P>0,05)
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DETERMINACION DEL NUMERO DE EMBRIONES
RECUPERADOS POR HEMBRA TRATADA EN ALPACAS DE
RAZA HUACAYA EN EL CENTRO DE INVESTIGACIONES DE

CAMELIDOS SUDAMERICANOS, LA RAYA-CUSCO

Se recuperaron en total 56 embriones, en el grupo de las

primerizas 36 y en el grupo de las multiparas 20, (Cuadro 2).

Los embriones colectados en primerizas fueron: H0-01 =11, HO-
06=5, H0-47= 5, HO0-34= 6, S0-071=5, H0-15= 4 HO0-05= 0, HO-
07=0, HO0-08=0, HO-09=0, HO-10=0, HO-12=0 . En comparacion
con las multiparas H0-270=6, H0-501=3, H0-448=0 H0-125=6, HO-
019=2, HO-802=3, H0-346=0, HO0-111=0, HO0-321, HO0-655, HO-

154=0, H0O-254=0.

Se determin6 la tasa de recuperacion embrionaria de los
tratamientos T2 y T3 al dividir el niumero de embriones
recuperados entre el niumero de cuerpos luteos observados a la

ecografia.
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Tasa de recuperacion de embriones total = N° de embriones
' recuperados/ Numeros
de Cuerpos Luteos
Tasa de recuperacion de embriones = 56/159 =0,35 =35%
De acuerdo a la formula aplicada podemos decir que la
recuperacion de embriones en alpacas primerizas fue del 36% y en

alpacas multiparas de 33%, no hubo ninguna diferencia

significativa entre el promedio de embriones y entre grupos.

No se obtuvo ningln embrién de la alpaca H0-448, debida a

errores durante el proceso de coleccion.

No hubo diferencia siginificativa en el nimero promedio de

embriones entre los grupos T2y T3 (P > 0,05)
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V. DISCUSION

EVALUACION DE DOSIS DE GONADOTROPINA SERICA DE
LA YEGUA PRENADA (PMSG) GONADOTROPINA
CORIONICA HUMANA (hCG) Y SU RESPUESTA PARA
SUPEROVULACION EN ALPACAS DE RAZA HUACAYA EN EL
CENTRO DE |INVESTIGACIONES DE CAMELIDOS
SUDAMERICANOS, LA RAYA-CUSCO 2008

El presente trabajo con la aplicacion de 750 Ul de hCG la
respuesta ovarica fue la esperada (cuadro 2), estos resultados son
similares a los encontrados por (20), dque en 6 alpacas en
diferentes tiempos encontraron 54 ovulaciones con estimulacién de
la hormona hCG. Resultados similares luego de aplicar hCG

fueron registrados en alpacas; (51) y en la camella (47).

Las dosis de hCG de 500 y 100 Ul son apropiadas para
inducir crecimiento folicular multiple en llamas, y una dosis de
2 000 .Ul de hCG hiperestimuld los ovarios, lo que dio como
resultado mas foliculos quistitcos de los que hubo en respuesta a
dosis mas bajas. Al igual que en otras especies las respuestas son

variables (8).
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Con relacion a la respuesta ovulatoria al tratamiento
hormonal, es notable resaltar que el porcentaje de animales que
- ovularon en el grupo de primerizas fue de un 100 % , es decir su
totalidad (cuadro 2) y puede deberse a la influencia de los
desencadenantes de las ovulaciones como la aplicacion conjunta
de hormonas : 500 Ul de gonadotropina sérica de la yegua prefiada
(PMSG) y 750 Ul de ;gonadotropina coriénica humana (hCG) estos
resultados fueron similares a los reportados por (3); trabajo
realizado em alpacas para estimular la superovulacién. Sin
embargo, (50) indica, que alrededor de un 20% de las alpacas
fallan en presentar respuesta ovulatoria posterior al servicio con
machos enteros o vasectomizados. Variando de acuerdo al status
reproductivo y la edad de la hembra, siendo 33% en hembras
lactantes y 74% en hembras de un afio con peso corporal de 35 kg

0 mas.

Es interesante destacar que las dosis y hormonas (500 Ul
de gonadotropina sérica de la yegua prefada (PMSG) y 750 Ul de
gonadotropina coriénica humana (hCG) utilizadas en el presente
trabajo para la estimulaciéon ovarica y su respuesta , son diferentes

a los reportados por (50), con 1200 Ul de PMSG por via
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subcutdnea administrados en tres dosis diarias consecutivas de
400 Ul, 24 horas después de la ultima aplicacion de PMSG, se
administraron por via endovenosa 750 Ul de hCG. Por los
resultados obtenidos aplicando dosis y hormonas para obtener
una mejor respuesta el presente trabajo es mas sencillo de

implementar y mas econémico.

Similares resultados reportaron (46), al utilizar dosis y
hormonas para estimular a los ovarios en alpacas con relacion al
presente trabajo. Las cuales fueron distribuidas en 5 grupos: GO
(control); G1 (30 mg de progesterona exégena por dos dias); G2
(30 mg de progesterona exégena por 4 dias); G3 (50 mg de
progesterona exégena por 2 dias) y G4 (50 mg de progesterona
exogena por 4 dias). Estos resultados con los protocolos utilizados
en el presente trabajo refuerza la consistencia en la utilizacion de
las dosis y hormonas.

Estos resultados con la aplicacion PMSG de 500 U.l. son
similares a los encontrados por (2); que de un experimento de 64
llamas presentaron 39 embriones; en el cual concluye que los
animales tratados con PMSG presentaron una mayor respuesta

ovarica representada por un mayor nimero de cuerpo luteos
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5.2 DETERMINACION DEL NUMERO DE CUERPOS LUTEOS EN
ALPACAS DE RAZA HUACAYA EN EL CENTRO DE
INVESTIGACIONES DE CAMELIDOS SUDAMERICANOS, LA
RAYA-CUSCO 2008

Para el registro del nimero y tamafio de los cuerpos lUteos
se realizd una laparatomia a través de la linea media ventral, de
acuerdo al procedimiento establecido por (14); con base en los
estudios sobre formacién, desarrollo y regresiéon del cuerpo liteo
realizados por (18) y (1)), esta intervencién se realizé a los 10 dias

postinyeccion de hCG.

Del total de cuerpos luteos formados (n=159), 87 CL se
localizaron en el ovario derecho y 72 en el ovario izquierdo,
diferencia que no es significativa (P<0,05). Estos resultados son
similares a los encontrados por (41); quien indica que los cuerpos
[uteos pueden encontrarse en cualquiera de los ovarios (derecho o
izquierdo); esto no coincide con los reportados por (19); quien
indica que el ovario izquierdo presenta un mayor funcionamiento

que el ovario derecho.

Estas respuestas ovaricas probablemente se deben a la

mayor respuesta a la accién de la PMSG sobre un ovario con una
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poblacion numerosa de foliculos pequerios retenidos por accion de

la progesterona, como ha sido descrito en vacas (37).

En el cuadro N° 3 se puede observan en el animal con arete
N° HO- 448 al realizar la laparotomia se encontré un aparato
reproductivo unicornio con un funcionamiento del ovario derecho y
una respuesta a las hormonas aplicadas durante el experimento
estas anormalidades son comunes de encontrar en esta espegie
estudiada tal como lo reporta (9); en un estudio sobre patologia

genital en los camélidos sudamericanos.

Tuvieron una gran respuesta ovulatoria, siendo los
resultados mayores en T2, Obteniendo un rango entre 12-22..
Estos resultados, tanto en T2 como en T3 son mayores a los
informados por otros estudios en la alpaca (50).y en la llama (5).

Otros estudios demuesfran que el control de la onda folicular
y la sincronizacion de la ovulacion pueden llevarse a cabo

mediante un tratamiento con progesterona por via inyectable por

(11).
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DETERMINACION DEL NUMERO DE EMBRIONES
RECUPERADOS POR HEMBRA TRATADA EN ALPACAS DE
RAZA HUACAYA EN EL CENTRO DE INVESTIGACIONES DE
CAMELIDOS SUDAMERICANOS, LA RAYA-CUSCO 2008

ée debe tomar en cuenta que el 100% de embriones
recuperados en el presente estudio fueron calificados como fértiles
y transferibles aunque de diversos grados de calidad, lo cual es
superior a lo hallado por (11); quien obtuvo un 90,48 % de
embriones clasificados como fértiles y un 9,52 % fue clasificado
como muertos o degenerados.

En el presente trabajo enconframos una relacion de 159
cuerpos luteos y 56 embriones de 35% estos resultados fueron
diferentes a los a los reportados por (20); quien encontré de un
total de 53 ovulaciones recuperaron 23 'embriones una relacion del
43%. Esta diferencia probablemente se deba a la cantidad de

animales en experimentacion ya que a mayor numero existe mayor

error en el experimento.



V. CONCLUSIONES

En el siguiente trabajo investigacion se llego a las siguientes
conclusiones:

. Se concluye, que el uso de la PMSG (500 Ul) seguido de hCG (750
Ul) es una alternativa ideal para estimular la superovulacién en
alpacas, tanto en caﬁtidad como en consistencia suficientes para
cosechar y difundir material genético deseado.

. Se logr6 obtener 159 cuerpos luteos en total (99 cuerpos [uteos en
primerizas y 60 en multiparas)

Se concluye con satisfaccion la recuperacion de 56 embriones en total
(36 embriones pertenecientes al grupo de primerizas y 20
embriones al grupo de multiparas con la técnica quirurgica utilizada.

El procedimiento quirlrgico con abordaje laparascépico empleado
para la coleccién de embriones, nos permite completar la exploracion
detallada de la totalidad de cuerpos IUteos.

Del total de cuerpos luteos formados (n=159), 87 CL se localizaron

en el ovario derecho y 72 en el ovario izquierdo,



V. RECOMENDACIONES

En el siguiente trabajo de investigacion se llego a las siguientes
recomendaciones:

. Se recomienda experimentar con dosis de PMSG (400-600 Ul ) y
hCG (650-850 UI) para ser utilizadas en la ovulacion mdultiple.

. Continuar con el trabajo, para su utilizacién en transferencia de
embriones.

Realizar una réplica del trabajo para conocer lo estadios de
cigoto en diferentes dias de coleccién de embridn.

. Se recomienda utilizar el método quirurgico para la recuperacion
de embriones

. Realizar la coleccién de embriones 4-6 dias despues de la

aplicacion de hCG .
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IX. ANEXO



Analisis de varianza de los cuerpos luteos encontrados

ANEXO 1

Numero de cuerpos llteos encontrados

GRUPO EXPERIMENTAL | GRUPO CONTROL
Primerizas | Multiparas | Primerizas | Multiparas
19 12 0 0
22 12 0 0
16 9 0 0
15 15 0 0.

14 3 0 0
13 9 0 0

Elaboracién propia

RESUMEN Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 4 31 7,75 88,25
Fila 2 4 34 8,6 113
Fila 3 4 25 6,25 60,25
Fila 4 4 30 7,5 75
Fila 5 4 17 4,25 44 25
Fila 6 4 21 5,25 38,25
Columna 1 6 98 16,33 13,07
Columna 2 6 60 10 16,8
Columna 3 6 0 0 0
Columna 4 6 0 0 0
Origen de Grados Valor
las Suma de de Promedio de los critico
variaciones | cuadrados | libertad cuadrados F Probabilidad | para F
Filas 52,83 5 10,57 1,64 0,21 2,90
Columnas 1160,5 3 386,83 60,13 1,36E-08 3,29
Error 96,5 15 6,43
Total 1309,83 23

Elaboracién propia




ANEXO 2

NUmero de embriones colectados

GRUPO EXPERIMENTAL GRUPO CONTROL
Primerizas | Multiparas | Primerizas | Multiparas
11 6 0 0
5 3 0 0
5 0 0 0
6 6 0 0
5 2 0 0
4 3 0 0

Elaboracién propia

Andlisis de varianza de los embriones colectados

RESUMEN Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 4 17 4,25 28,25
Fila 2 4 8 2 6
Fila 3 4 5 1,25 6,25
Fila 4 4 12 3 12
Fila 5 4 7 1,75 558
Fila 6 4 7 1,75 425
Columna 1 6 36 6 6,4
Columna 2 6 20 3,33 547
Columna 3 6 0 0 0
Columna 4 6 0 0 0
Origen de Grados | - Valor
las Suma de de Promedio de los critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad | para F
Filas 24,33 5 4,87 "~ 2,09 0,12 2,90
Columnas 152 3 50,67 21,71 1,03E-05 3,29
Error 35 15 2,33
Total 211,33 23

Elaboracion propia




ANEXO 3

Fotografia 1. Seleccion de alpacas (donadoras) mediante
ultrasonografia




ANEXO 4

Fotografia 2. Aplicacion de 500 Ul de gonadotropina sérica de la
yegua prenada: PMSG (dia 0) , 06: 00 am




ANEXO 5

Fotografia 3. Aplicacion de 750 Ul de gonadotropina coriénica
humana: hCG (dia 5), 06:00 am

L
They




ANEXO 6

Fotografia 4. Empadre en primerizas y muitiparas a las 07:00 am
(dia 5)




ANEXO 7

Fotografia 5. Empadre en primerizas y multiparas a las 05:00 pm
(dia 5)




ANEXO 8

Fotografia 6. Conteo de cuerpos lGteos y recuperacion de
embriones, por el método quirdargico.
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ANEXO 09

Fotografia 7. Conteo de embriones a 10 X y 100 X




ANEXO 10

Figura N2 08. Observacion microscopica del embrién en
fase mérula (32 células blastoméricas)




ANEXO 11

Fotografia 09. Observacion microscdépica de 8 embriones




ANEXO 12

Fotografia 10. Tratamiento ‘postQOp'eratO'rio




