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RESUMEN

El objetivo del estudio sera determinar la mejor dosis de GnRH para inducir la ovulaciéon
en alpacas superestimuladas y determinara los métodos de evaluacion de los
blastocistos obtenidos el trabajo se realizéara entre los meses de octubre noviembre y
Diciembre del 2021 en el C.E. la Raya, se superestimularan 40 alpacas vacias con
acetato de buserelina para cada tratamiento, respectivamente; los que se subdividieron
en dos grupos de acuerdo a la hora de beneficio a las 36 y 48 h post induccién de
ovulacion. La evaluacion del desarrollo folicular y blastocistos sera trasladados al
laboratorio en medio PBS al 1% donde se realizara la descripciones macro y
microscopicas de los ovocitos; la finalidad del estudio sera determinar el mejor método
para evaluar blastocistos luego de superovular a alpacas con foliculos

superestimulados.
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JUSTIFICACION

Los bajos indices reproductivos en la crianza de camélidos sudamericanos
son un problema prioritario para el productor altoandino, ya que aproximadamente el
50% de hembras que son servidas en una campafia exhiben fallas para producir una

cria al afo (Fernandez Baca, 1970).

A través de diversas investigaciones se ha logrado desarrollar la ovulacion multiple
y la transferencia de embriones, provenientes de hembras con mejores caracteristicas
productivas y reproductivas con la finalidad de aumentar la cantidad de crias a lo largo
de su vida reproductiva. A la fecha los protocolos de superovulacion y transferencia de
embriones contindan en investigacion en los camélidos sudamericanos, a través del uso
de hormonas como eCG y FSH (Correa et al. 1997) se logra desarrollar foliculos
mdaltiple, mientras que la la monta natural aplicacién de LH, GnRH tienen efectos de
producir ovulacién (Ratto et al. 2006); por lo tanto estas hormonas son consideradas
para realizar protocolos de superovulacion y transferencia de embriones en camélidos
sudamericanos. Los reportes sobre tratamientos superovulatorios en llamas sefalan
gue se ha logrado colectar 50% de los embriones producidos, corroborados por la
presencia de cuerpos liteos (Del Campo et al., 1995) en alpacas, Novoa et al.(1999),

reportan el 25% de obtencién de embriones, probablemente por fallas ovulares.

Posterior a la ovulacion se observa la presencia de cuerpos hemorragicos a las 36
y 48 h (Bravo, 2002) y como evidencia de ovulacion esta la presencia de ovocitos en el
oviducto; en caso de que no llegue a ovular el foliculo puede dar lugar a un foliculo
hemorragico, que si proviene de una onda folicular habitual no es considerado como
caso patolégico (Adams et al. 1991), pero al transcurrir los dias el foliculo hemorragico
tiende a luteinizarse (Ginther, 1979) y confundirse con un cuerpo luteo. Segun las
premisas la presente investigacion sera util para comparar la cantidad de ovocitos

colectados del oviducto y la calidad de blastocitos segun métodos diversos de



evaluacion.
ANTECEDENTES

La transferencia de embriones es una biotecnologia reproductiva que acelera los
programas de mejoramiento genético, y los resultados hasta el momento son poco
satisfactorios, atribuyendo a la escasa cantidad de embriones obtenidos cuando son
comparados con el nimero de cuerpos luteos formados en alpacas sometidas a
superovulacién (Cansino, 2002; Garcia, 2006). Al inducir hormonalmente la ovulacién
de foliculos mudltiples, la respuesta ovarica a estos estimulos externos ain merece
atencion por los resultados deficientes, formandose cuerpos hemorragicos sin estigma
ovulatorio provenientes de foliculos que modifican su estructura al no ovular (Peiro y
Col. 2001) y que posteriormente se luteinizan (Bravo, 2002). En los programas de
transferencia de embriones, generalmente la presencia de los cuerpos liteos se observa
mediante ultrasonografia a los 7 dias post monta, para tener referencia de la cantidad
de embriones a obtener en lavados uterinos (Huanca, y Col. 2006); sin embargo, estos
resultados no consideran el proceso de formacion del cuerpo llteo, si este es producto
de ovulacion o luteinizacion folicular. En caso de una ovulaciébn el ovocito es
transportado por las fimbrias del oviducto en direccién al Gtero con o sin fecundacion
(Hafez y Hafez, 2000), en ese trayecto el ovocito debe reunir caracteristicas
morfol6gicas y biomoleculares que indiquen su viabilidad para ser fertilizado, en caso
de alpacas estas caracteristicas son tomadas en base a la morfologia de ovocitos de
vacunos (Ratto et al. 2001). La presente investigacion se centrara en evaluar la dosis
adecuada de GnRH como inductor de ovulacion mdltiple en alpacas, asi como la
evaluacion de ovocitos colectados del oviducto describiéndose sus caracteristicas
morfolégicas que nos indiquen su viabilidad, y la organizacion macro microscépica del

cuerpo hemorragico.



HIPOTESIS

La evaluacion de los blastocitos de alpacas bajo un control de superovulaciéon permiten

seleccionar, blastocitos de mejor calidad para la fertilizacion.

OBJETIVOS GENERALES:

Evaluar los blastocitos en alpacas bajo un control de superovulacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Evaluar la dosis de GnRH para superovulacion y obtener foliculos
maltiples.

e Verificar la formacion y describir la macro y micro estructura de los
blastocitos.

e Evaluar la cantidad y calidad de blastocitos colectados del oviducto en

diferentes horas post ovulacion.

MARCO TEORICO
FISIOLOGIA REPRODUCTIVA EN ALPACAS:

Los camélidos sudamericanos no muestran ciclos estruales completos, por que
no se produce la ovulacion si la hembra no recibe el estimulo producido por el contacto
sexual con el macho, por tal razén son denominados “ovuladores inducidos” (Fernandez
Baca, 1971; Rodriguez, 1982) y permanecen en estado de receptividad cuando se
expone al macho, pudiendo aceptar la copula hasta por 40 dias consecutivos (Novoa,

1989).

Pubertad en alpacas:

La produccion de hormonas ovaricas se da aproximadamente a los 6 meses en
llamas lo cual indica actividad ovérica (Bravo, 1997), es por ello que las hembra de los
12 a 13 meses de edad manifiestan celo similar a las alpacas adultas, ya que la actividad
en los ovarios comienza a los 10 meses con la presencia de foliculos de 5 mm de

diametro a mas y pueden mostrar actividad sexual seguida de ovulacion y fertilizacion,



(Novoay Col. 1972). Se relaciona el inicio de la vida reproductiva de las hembras con el
peso vivo, las hembras que alcancen peso de 33 Kg pueden ser empadradas y que por
cada Kg incrementado se eleva a 5% la natalidad (Leyva y Sumar, 1981).

Dinamica folicular en alpacas

La dinamica folicular en alpacas comprende la fase folicular y fase luteal inducida; la
fase folicular esta dividida en base al tamafio del foliculo, comprende: foliculos en
crecimiento, maduracion y regresion. El desarrollo de cada etapa folicular es de 4 a 5
dias y una onda folicular completa varia de 10 a 12 dias; 2 6 3 dias antes de impulsar la
regresion del foliculo dominante otro foliculo de las mismas caracteristicas emerge y da

comienzo a una nueva onda folicular (Schit, 1973; Bravo, 1995)

El efecto de la estacion no es marcado sobre la dindmica folicular, por lo tanto el
desarrollo folicular es continuo a través del afio, encontrandose foliculos de = 6 mm,
observados de Febrero a Marzo y también entre los meses de Agosto y Setiembre, de
forma indirecta se comprueba este hecho con el nacimiento de crias en el transcurso

del afio (Bravo, 2002).

En habitad natural las alpacas y llamas muestran actividad sexual estacional entre
los meses de Diciembre a Marzo. En lugares donde se crian las hembras junto a los
machos todo el afio se reservan el empadre para la época de lluvia (Bravo and Sumar,

1989).

Onda folicular

En cada onda folicular emerge un grupo de foliculos uno de los cuales (foliculo
dominante) continua su crecimiento (Adams et al., 1990) y el resto de foliculos decrecen
de tamafio y el foliculo dominante crece hasta 12 6 14 mm en llamas y en alpacas hasta
10 u 11 mm de didmetro (Taylor et al. 2000), luego regresiona hasta 3.3 6 2.7 mm

durante 5.7 a 5.9 dias, (Cansino, 2002), la onda siguiente comienza entre uno y cuatro



dias de comenzada la regresion folicular (Adams et al., 1990).

Al realizar laparoscopia con intervalos de 3, 5, 7 y 9 dias, Bravo y Sumar, (1989)
sugieren que los estadios de crecimiento, mantenimiento y regresion de un foliculo, se
mantienen por 4 dias en cada estadio, durando 12 dias la onda folicular en la alpaca
(rango de 9 - 17 dias); mientras Bravo et al. (1990) concretaron que en llamas durante
4.5 dias el foliculo dominante permanece en creciendo de 3-8 mm a 10 —12 mm; para
la fase estéatica o de madurez folicular, el foliculo se mantiene en 8- 12 mm durante un
promedio de 5 dias; en la regresion folicular el foliculo decrece de tamafio de 8- 12 mm

a 3 mm, hecho que transcurre durante 4 dias, siendo la onda folicular de 14 dias.

El tamafio de los foliculos en alpacas indica su madurez, asi el foliculo maduro
mide de 7 a 12 mm; encontrandose foliculos maduros de 8, 10 y 12 mm que representa

el 38.9, 27.8 y 33.3%, respectivamente (Schit, 1973; Bravo, 1995).

En el dromedario la fase de reclutamiento se define cuando a la ultrasonografia no
se presenta actividad folicular y solo se observa la aparicion de foliculos de 2 -3 mm; en
el periodo de crecimiento folicular se observa el crecimiento de 3 a 6 foliculos hasta el
establecimiento de 1 6 2 foliculos dominantes; el crecimiento folicular es de 0.5 a 1 mm
por dia hasta que alcance 1 cm de didmetro y se hace dominante (Skidmore et al. 1995);
existe una correlacién positiva entre tamano folicular y 17 B estradiol en alpacas (Aba,

1995).

A medida que aumenta el diametro folicular, se incrementa la concentracion de
estradiol desde el nivel basal de 25 pg/ml a 39 pg/ ml hasta que el foliculo alcance 1.7
cm a pesar de que el foliculo puede continuar con su desarrollo a mas de 2 cm, en los
dias sucesivos el estradiol decae a niveles basales hasta la proxima onda folicular; esta
puede ser la razén por la cual los foliculos de gran tamafio no ovulan cuando superan

los 2 cm. (Skidmore et al. 1996). En caso de que las hembras no sean servidas los



niveles de progesterona se encuentran bajos (1 ng/ml), ya que no existe la presencia de

un cuerpo luteo (Aba, 1995).

Clasificacion de foliculos

En camellos hembras Tibary and Anouassi (1997) clasifica los foliculos en 4 grupos, en
base a su estructura y caracteristicas particulares : 1) Foliculos pequeios, de 2 a 4 mm;
2) foliculos preovulatorios, de 10 a 22 mm; 3) foliculos en regresion que disminuyen de
tamano y 4) foliculos anovulatorios, que también son denominados quistes o foliculos
preovulatorios grandes (23 mm). Los foliculos anovulatorios tienen escasa
vascularizacion o pared gruesa y opaca, estos foliculos contienen fluido hemorragico,

sangre o fibrina.

Estimulo de desarrollo folicular:

A partir de la etapa de foliculo antral, el foliculo requerira forzosamente del estimulo
de la hormona estimulante del foliculo (FSH) para proseguir la proliferacion de las
células de la granulosa y establecer, en éstas, una produccién creciente de estrégenos,
la accidn inductiva de la FSH permitira, posteriormente, facilitar la respuesta del foliculo
a la hormona luteinizante (LH) y a otros factores extracelulares (Hafez y Hafez, 2000),
por lo cual se requerira de un tratamiento hormonal a una 6 a varias hembras donadoras
de ovocitos o embriones, con la finalidad de conseguir la maduracién del mayor numero
de foliculos y respectiva ovulacion de estos, en ambos ovarios, en un momento

previamente programado (lllera, 1994).

Tratamiento hormonal para desarrollo folicular en alpacas:

Para la induccion de desarrollo folicular multiple en camélidos se hacen uso de
hormonas tales como eCG, o FSH que se inyectan y también se induce un estado luteal

con progesterona intravaginal o inyecciones diarias de esta hormona (Correa y Col.



1994; Anouassi and Ali,1990).

Nasser et al. (1993), realizo tratamientos en diferentes fases del ciclo folicular e
indica que la mejor respuesta ovarica se logra cuando el tratamiento superovulatorio se
realizo cerca al tiempo de la emergencia de la nueva onda folicular que cuando el

tratamiento se dio después o en otro momento del ciclo folicular.

Los protocolos superovulatorios son basados en remover el efecto supresor del
foliculo dominante dentro de los diferentes estados de la onda folicular de tal forma de

coincidir con el reclutamiento de una nueva onda folicular (Ratto, 2005).

En caso de superestimulacion ovarica para que los foliculos desarrollen de 3 a 8-
12 mm, deben transcurrir 5 dias, permaneciendo luego el foliculo en estado maduro por
5 dias, este seguimiento fue verificado por ecografia (Bravo, 1992) y mediante
laparoscopia (Pérez, 1995), estos trabajos corroboran el tiempo de maduracion del

foliculo.

Tratamientos superovulatorio con eCG:

Novoa y Col. (1999), indican que 200 a 800 Ul de eCG son dosis apropiadas para
inducir desarrollo folicular multiple, Hafez y Hafez, (2000) menciona que para obtener
mayor cantidad de foliculos multiples en camélidos sudamericanos son recomendables
dosis de 500 a 1000 Ul de eCG, mientras que Bravo (1995), recomienda 750 Ul de eCG

para obtener crecimiento folicular sin repercutir en la formacién de foliculos quisticos.

Ratto et al. (2001) administraron eCG en el momento en que se inicia una nueva
onda folicular, y obruvieron el crecimiento de 17 foliculos de diametro mayor a 6 mm.,
datos similares reportaron Velasquez y Novoa (1999), indicando que en fase luteal
luego de aplicar 1000 Ul de PMSG y 1000 Ul de hCG se observé la presencia de 17.8

cuerpos lateos en ambos ovarios; Aller y Alberio et al. (1996) manifiestan que en llamas



ambos ovarios son igualmente funcionales cuando se realizan tratamientos hormonales.

Asi también Del valle (1964) obtuvo el desarrollo de 1 a 30 foliculos preovulatorios
por hembra, encontrandose entre ellos: foliculos polioociticos, que en su interior

contenian mas de un ovocito, coincidiendo con Acosta (1960) y Pérez (1995).

Aparicio y Col. (2003), indujeron la maduracion folicular con 400 Ul de PMSG y
obtuvieron por lo menos 2 foliculos desarrollados, 24 horas después las alpacas fueron
servidas con machos enteros (tiempo de copula 15 minutos), complementado con 10 g
de buserelina 6 1000 Ul de hCG para asegurar la ovulacién, obteniendo un promedio de

1.25 cuerpos luteos y guardando la relacion con la cantidad de embriones hallados.

Combinaciones hormonales para inducir desarrollo folicular:

Chaves et al. (2002) combinaron en alpacas 500 Ul de eCG con progesterona, y
lograron desarrollar 5.2 foliculos por hembra; en otro tratamiento Aller et al. (2002)
utilizaron benzoato de estradiol, y progesterona durante 8 dias, seguido por 1200 Ul de
eCG vy lograron obtener 80% de respuesta ovarica y el numero de foliculos
desarrollados fue de 4.2, se formaron 2.1 cuerpos luteos por hembra. Gamarra et al.
(2007), utilizaron esponjas intravaginales de 60 mg, de acetato de medroxiprogesterona
(MAP) y 2 ml de PGF2aq, el dia 7 se aplico 6 dosis decrecientes de FSH y 300 Ul de
eCG (el ultimo dia) luego aplicaron 3000 Ul de hCG, o 2.5 ml de GnRH en el momento

de la monta, produciendo 1.3 y 0.9 cuerpos lateos, respectivamente.

Con la presencia de progesterona enddgena, se aplicé dosis crecientes de FSH
durante 4 dias (200 mg en total) y prostaglandina el cuarto dia, dos dias después se
aplico GnRHy la respuesta ovulatoria fue de 9.2 foliculos por alpaca, y 4.1 cuerpo luteos

(Cervantes et al. 2007).



MATERIALES Y METODOS

UBICACION:

En el Centro experimental la Raya de la Universidad nacional del altiplano donde
de procederéa a realizar el estimulo hormonal, para la superovulacion el empadre y la
posterior evaluacion de los blastocistos. Una segunda fase experimental se realizé en
el laboratorio de Histologia y Embriologia Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano para la coleccion, recuento y

valoracion de los blastocistos.

SELECCION DE ANIMALES:

Para la seleccion de animales se evaluara las caracteristicas del aparato
reproductivo de cada hembra, mediante palpacion rectal, descartando aquellas alpacas

prefiadas.

Protocolo de superovulacion:

Induccion de desarrollo Induccion de Colecciéon de Coleccién
de Evaluacién

folicular (eCG) Ovulacion (GnRH) ovocitos G1 (*) ovocitos

G2 (* microscopica (**).
v do v d5 v 36h(pi vy 0.) v

48 h (p.i.o.) 24 h (p.c.)

d=dias

h= horas

p.i.0.= post induccién de ovulacion
p. c. = post coleccion
* = Evaluacién macroscopica de cuerpos hemorragicos in situ

** = Procesamiento de los cuerpos hemorragicos para técnica histologica



Disefio estadistico:
Las alpacas fueron sometidas a un mismo protocolo de desarrollo folicular, evaluandose
la respuesta a las diferentes dosis de GnRH en la ovulacién.y coleccion de blastocistos,

seran evaluados a la prueba de ji cuadrado de independencia.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Trimestres
Actividad E-F-M- | M- | J-A- |O-N | DIC
A J S
. - . X

Revision bibliografica

Elaboracién del proyecto X

Aprobacioén del proyecto X

Ejecucion del proyecto X X

Procesamiento de datos X X

Redaccion X

Presentacion X

PRESUPUESTO
Descripcion Unidad de Costo Cantidad Costo
P medida Unitario (S/.) total (S/.)

Camara fotografica 16 megapixeles 450.00 1 450.00
Libretas de campo Unidad 6.00 2 6.00
Cuaderno de campo Unidad 5.00 4 20.00
lapiceros Docena 2.00 12 24.00
Impresiones de registro de datos. Unidad 0.10 100 10.00
Analisis y resultados de laboratorio analisis 30.00 30 900.00
Papel A4 Millar 25.00 1 25.00
Pasajes Puno —Chuquibambilla - Puno [kilémetros 11.50 5 115.00
Alimentacién de tesista Unidades 20.00 5 1,000.00
Computadora Unidad 2,000.00 1 2,000.00
Servicios de digitado Unidad 2,000.00 1 2,000.00
Imprevistos soles 300.00 1 300.00
Total 6,850.00
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