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Evaluacion de un nuevo protocolo de superovulacion en llamas:
respuesta ovdrica, recuperacion embrionariay
alteraciones pos-tratamiento

Evaluation of a new protocol of superovulation in llamas: ovarian response,
embryo recovery and post treatment effects

Joel 1. Pacheco C.!2, Victor M. Vélez M.!, Wilber C.R. Garcia V.!

RESUMEN

El trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de dos dosis de eCG sobre la
respuesta superovulatoria, tasa de recuperacion embrionaria y alteraciones
reproductivas inducidas. Se utilizaron 32 llamas adultas, clinicamente sanas, distribui-
das en dos grupos: Grupo I (700 UI eCG; n=15) y Grupo II (500 UI eCG; n=21). El
protocolo de superovulacion incluyo: dia 1, induccion de ovulacion (GnRH); dia 4,
aplicacion eCG, seglin dosis establecida para cada grupo; dia 8, aplicacion de luteolitico
(PGF, ); dia 11, ecografia para verificar el nimero de foliculos y aplicacion de andlogo
de GnRH; dias 11 y 12, monta natural para inducir ovulacion; dia 19, lavado uterino y
recuperacion de embriones (se considerd como torsion cervical cuando se dificulto el
paso de la sonda Foley hacia el utero); dia 26: evaluacion ecografica para determinar la
presencia de alteraciones reproductivas. El nimero de foliculos por hembra para los
grupos [y Il fue de 4.9 y 3.7, respectivamente. El nimero de embriones colectados fue
de 1.6 y 2.6 por hembra en los grupos I y II, 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 gru-
po I respecto al grupo II, mientras que la frecuencia de metritis y torsiones cervicales
fueron similares en ambos grupos. Se concluye que la dosis de 500 UI 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.
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The work aimed to evaluate the effect of two doses of eCG on the superovulatory
response, embryonic recovery rate and reproductive disorders. Thirty-two clinically
healthy adult llamas were used, divided into two groups: Group I (700 IU eCG; n=15) and
Group I1 (500 IU eCG; n=21). The superovulation protocol included: day 1, induction of
ovulation (GnRH); day 4, application of eCG according to the dose established for each
group; day 8, application of luteolytic (PGF,,); day 11, ultrasound to verify the number of
follicles and application of GnRH analog; days 11 and 12, natural mating to induce
ovulation; day 19, uterine lavage and embryo recovery (it was considered as cervical
torsion when the Foley catheter was difficult to pass to the uterus); day 26: ultrasound
evaluation to determine the presence of reproductive disorders. The number of follicles
per female for groups I and II was 4.9 and 3.7, respectively. The number of embryos
collected was 1.6 and 2.6 per female in groups I and 11, respectively, which would indicate
the existence of possible ovulatory failure or early luteinization in group I. The frequency
of persistent follicular cysts and corpus luteum was higher in Group I compared to Group
I, while the frequency of metritis and cervical torsion were similar in both groups. It is
concluded that the 500 IU dose of eCG allows obtaining a smaller number of follicles, but
a greater number of embryos and a lower frequency of reproductive problems in the post-
treatment.
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INTRODUCCION

La técnica de transferencia embrio-
naria en camélidos sudamericanos tiene di-
versas limitaciones para su aplicacion en for-
ma masiva debido a la variabilidad de la res-
puesta a los diferentes protocolos de super-
ovulacion (Ratto et al., 2015). En dichos pro-
tocolos de superovulacion se utilizaron hor-
monas como FSH (hormona foliculo estimu-
lante), eCG (gonadotropina corionica equina)
y sus combinaciones, asi como diferentes ti-
pos de manejo previo de la onda folicular,
habiéndose utilizado hembras en fase litea
natural pos-induccion de ovulacion, fase lutea
artificial con el uso de dispositivos de libera-
cion de progestagenos y uso de hembras al
inicio de la onda folicular determinado me-
diante ecografia (Bourke et al., 1994,
Gamarra et al., 2006).

Las dosis de eCG descritas en investi-
gaciones previas varian desde 1000 Ul en
dosis unica (Bourke et al., 1994; Huanca,
2005), 500 Ul diariamente por 3 dias, hacien-
do un total de 1500 UI (Correa et al., 1997),
hasta 1200 UI en dosis tnica (Ratto et al.,
2007), lograndose en todos los casos respues-
tas superovulatorias variables. Asimismo,
Huanca et al. (2006) indican que un protoco-
lo superovulatorio utilizando eCG no afecta
la tasa de aceptacion a la copula un mes des-
pués del tratamiento; sin embargo, no indican
la dosis de eCG utilizada.

La ovulaciéon ocurre entre las 26 y 30
horas pos-aplicacién de GnRH (Rodriguez et
al., 2012), considerando que es necesario ini-
ciar un protocolo de superovulacion en au-
sencia de un foliculo dominante (Trasorras et
al., 2012). La emergencia de la nueva onda
folicular pos-induccién de ovulacion en lla-
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mas ocurre el dia 4.6 en promedio (Andrade,
2007). La eCG ha sido usada como hormona
superovulatoria en camélidos sudamericanos,
siendo efectiva mediante la aplicacion de una
sola inyeccion (Trasorras et al., 2012). El
cuerpo luteo formado luego de una ovulacion
no presenta capacidad de respuesta ante la
aplicacion de prostaglandina F , en los pri-
meros 4 dias de la induccién de la ovulacion,
el dia 5 presenta una leve sensibilidad y re-
cién entre los dias 6-8 se puede inducir
luteolisis mediante la administracion de PGF,
o su analogo, el cloprostenol, en llamas
(Bianchi et al., 2012). Luego de aplicar un
protocolo de superovulacion, se ha utilizado
la hCG para inducir ovulaciones sincronicas
de los multiples foliculos formados (Bourke,
1995); auque también se ha utilizado una do-
sis de GnRH para mejorar la tasa ovulatoria
(Ratto et al., 2013; Sumar, 2013), ademas de
realizar una o dos montas sucesivas.

En marranas, el uso de altas dosis de
eCG produce la aparicion de quistes
foliculares de manera dosis-dependiente
cuando es combinada con hCG (Manjarin et
al., 2015). La respuesta superovulatoria en
camélidos sudamericanos es muy variable
entre individuos ademas de causar alteracio-
nes luego del tratamiento (Von Baer ef al.,
2003), tales como quistes foliculares (Bravo
et al., 1995). Sin embargo, cuerpos luteos
persistentes, metritis y ovarios aciclicos no
han sido reportados en trabajos de
superovulacion, aunque es un problema la-
tente que origina la desconfianza del produc-
tor de utilizar sus mejores animales en proto-
colos de superovulacion. Ante esta situacion,
el presente trabajo de investigacion tuvo como
objetivo describir la tasa de superovulacion,
tasa de recuperacion embrionaria y presen-
cia de alteraciones reproductivas pos-
superovulacion en llamas tratadas con 700 y
500 UI de eCG bajo un nuevo protocolo de
superovulacion.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo de investigacion se realizod
entre octubre de 2018 y marzo de 2019 en el
Centro de Investigacion La Raya del Centro
de Investigacion IVITA, Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos, ubicado en la
Region Cusco, Peru, a una altitud de 4400 m.
Se utilizaron 36 llamas hembras vacias, adul-
tas con un adecuado historial reproductivo y
cria en pie. Los animales presentaban condi-
cion corporal promedio de 3 (escala de 1-5),
peso promedio de 85 kg y fueron mantenidos
sobre pasturas naturales.

Dial Diad Dia g Dia il Dia 12 Dia 19 Dia2é

GnRH eCG PgF2u MN+GnRH MN PgF2c Eco

El nuevo protocolo se inici6 con la se-
leccion de las hembras mediante ecografia
(Tringa linear, Esaote®, Paises Bajos),
seleccionandose animales con presencia de
un foliculo preovulatorio con diametro >7 mm.
Los animales fueron distribuidos en dos gru-
pos experimentales: Grupo I (700 UI eCQG),
n=15, y Grupo II (500 Ul de eCG), n=21. El
protocolo de superovulacion fue el siguiente:

- Dia 1: Se aplico 8.4 pug de acetato de
buserelina (andlogo de GnRH,
Conceptase®), para inducir ovulacion, la
cual fue confirmada mediante ecografia.

- Dia 4: Se aplico eCG (Novormon®), se-
gun la dosis establecida para cada grupo,
para producir la superovulacion cuando esta
iniciando la nueva onda folicular (Andrade,
2007).

- Dia 8: Se aplic6 0.26 mg de cloprostenol
sodico (analogo de PGF, ; Lutaprost®),
para causar luteolisis del cuerpo luteo for-
mado después de la primera induccion de
ovulacion (Dia 1) (Bianchi et al., 2012)

- Dias 11 y 12: Se realiz6 la monta natural
(MN) utilizando el mismo macho en cada
hembra.
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- Dia 11: Se hizo una segunda ecografia para
verificar el niimero y diametro de los
foliculos producto de la superovulacion.
Ademas, se aplico 84 pg del analogo de
GnRH para mejorar la tasa de ovulacion
(Ratto et al., 2013).

- Dia 19: Se hizo el lavado uterino y recupe-
racion de embriones. Se aplico 0.26 mg de
analogo de PGF,  para causar luteolisis de
los cuerpos luteos formados y evitar pro-
blemas reproductivos posteriores (como
persistencia de cuerpo liteo o metritis re-
lacionada a un estado de seudo-gestacion).

- Dia 26: Se realizo la evaluacion ovarica 'y
uterina mediante ecografia para determi-
nar la presencia de cuerpos luteos persis-
tentes (cuerpos luteos o foliculos luteini-
zados), quistes foliculares y metritis, asi
como iniciar un tratamiento individualizado
de ser necesario.

Los datos fueron analizados y presen-
tados utilizando estadistica descriptiva (me-
dia aritmética y proporciones porcentuales).

RESULTADOS Y DISCUSION

Diez y cinco hembras sometidas al pro-
tocolo de superovulacion en los grupos Iy 11
no produjeron embriones (Cuadro 1). Es asi
que se obtuvieron embriones en 5/15 (33.3%)
y 16/21 (76.1%) de las hembras, lo cual se
traduce en 1.6% (5/8) y 2.6% (42/16) de
embriones por hembra que produjo embrio-
nes al lavado. Estos resultados son inferiores
al reportado por Ratto ef al. (2013) y podria
corresponder a la variacion propia de los in-
dividuos. Este hallazgo es consistente con lo
descrito por Huanca (2008), quien indica que
solo el 53% de las alpacas superovuladas pro-
dujeron embriones. Las respuestas obtenidas
en este estudio indican una mayor tasa de
coleccion de embriones al utilizar 500 UI de
eCG respecto a 700 Ul, especialmente con-
siderando que se conoce que a altas dosis de
PMSG se disminuye el nimero de embriones
viables colectados (Gonzalez et al., 1994).

El nimero de embriones colectados por
tratamiento fue claramente diferente entre
grupos, indicando un efecto dosis-dependien-
te, tal como ha sido descrito (Bravo et al.,
1995; Huanca et al., 2009; Ratto et al., 2013).
Huanca et al. (2012) indicaron, asimismo, que
obtuvieron 3.5 embriones por llama
superovulada al utilizar 800 UI de eCG, re-
sultado superior al presente estudio, y con-
cordante a la mayor cantidad de hormona
utilizada.

En las llamas tratadas con 500 UI de
eCG se obtuvieron 3.7 foliculos en promedio
(Cuadro 2), inferior al reporte de Bravo et
al. (1995), quienes indican 4.7 foliculos en
alpacas tratadas con 500 UI de eCG; sin
embargo, Trasorras et al. (2009) mencionan
que solo tuvieron una respuesta superovu-
latoria de 17% cuando utilizaron 500 UI de
eGC, siendo la dosis optima de 1000 UL Esta
respuesta altamente variable podria deberse
a que en dicho estudio se utilizaron animales
con mayor peso (120 kg) mientras que en el
presente estudio fueron mas livianos (85 kg
en promedio). Esto indica que se requiere va-
lidar el efecto de la dosis de acuerdo al peso
vivo. Ademas, hay que considerar que el es-
tudio de Trasorras et al. (2009) se hizo con
animales en estabulacion y a nivel del mar.

La respuesta superovulatoria fue muy
variable, encontrandose hembras con 1 a 9
foliculos pos-tratamiento, lo cual estd amplia-
mente descrito en camélidos (Ratto ef al.,
2013). Este resultado podria estar influen-
ciado, ademas, por la alta variabilidad de la
concentracion de la hormona eCG en los pre-
parados comerciales (Herrera et al., 2016).

Se pudo observar un efecto dosis-de-
pendiente en el niimero de foliculos por hem-
bra, encontrandose 4.9 foliculos cuando se
utilizo 700 Ul de eCG y 3.7 foliculos cuando
se utilizo 500 UL respuesta consistente con
lo descrito por Ratto et al. (2007), quienes
describen mayor cantidad de foliculos cuan-
do utilizaron una alta dosis de eCG (1200 UI).
La cantidad de foliculos producidos por
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Cuadro 1. Numero de embriones colectados por llama superovulada segtin la dosis

de eCG
. Embriones/hembra Total de
) Embriones por hembra )
Tratamiento superovuladas embriones
0 1 2 3 4 9 n % (n)
GL700ULeCG 0 5 o 8/5 1.6 8
(n=15)
GIESOUTeCG 5 5 5 5 3 | 416 2.6 42
(n=21)

Cuadro 2. Tasa de superovulacion, de recuperacion embrionaria y presencia de
problemas reproductivos en llamas superovuladas, segun la dosis de eCG

Foliculos Respuesta por
animal Problemas reproductivos
(>7 mm) n (%)
Dosis
0.izq. O. der. Fol Emb QF CLP M TC
n(%) n(%) Total n n n n n n
) (o) ) ) () ()
700 UI 41 33 74 74/15  8/5 6 8 1 3
(n=15) (55.4) (44.6) (4.9 (1.6) (40.0) (53.5 (6.7) (20.0)
500 UI 44 35 79 79/21  42/16 1 4 1 3
(n=21) (55.7) (44.3) (3.7 (2.6) (4.7) (19.04) @&.7) (14.3)

0. izqg: Ovario izquierdo; O. der: Ovario derecho; Fol: Foliculo; Emb: Embridon; QF:
quiste folicular; CLP: cuerpo luUteo persistente; M: metritis; TC: torsién cervical

superovulacion es inferior al reporte de
Huanca et al. (2009), quienes indican la pre-
sencia de 16.6 foliculos utilizando 1000 Ul de
eCG, confirmando el efecto dosis-dependiente
de esta hormona.

La mayor proporcion de respuesta
superovulatoria del ovario izquierdo (OI) res-
pecto al ovario derecho (OD) se present6 en
los dos grupos experimentales (Cuadro 2);
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respuesta similar a lo descrita por Fernandez-
Baca et al. (1970), quienes indican 59.1 y
40.9 % de cuerpos luteos en 44 alpacas con
gestaciones tempranas luego de ovulaciones
naturales en el Ol y OD, respectivamente;
sin embargo, un reporte posterior de estos
autores con mayor numero de animales no
llegaron a encontrar diferencia estadistica de
ovulaciones naturales entre los dos ovarios
(Fernandez-Baca et al., 1973).
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El promedio de embriones colectados
por hembra fue de 1.6 y 2.6 para los grupos |
y II, respectivamente (Cuadros 1y 2), pese a
que en el grupo I se presentd un mayor ni-
mero de foliculos producto de la
superovulacion. Esto podria indicar fallas en
la ovulacion y una posible luteinizacion de los
foliculos, tal como lo indican Vaughan et al.
(2013). Otra posible causa de la menor can-
tidad de embriones colectados respecto a la
cantidad de foliculos existentes es el mayor
tamafio que alcanzan los ovarios superes-
timulados, toda vez que se desplazan fuera
de labolsa ovarica al presentar un mayor dia-
metro, causando pérdida de ovocitos hacia la
cavidad abdominal (Trasorras et al., 2012,
2017). De otro lado, todos los embriones co-
lectados fueron blastocistos eclosionados, no
habiéndose obtenido estructuras embrionarias
con zona pelucida (Huanca et al., 2013; Pi-
chaet al., 2013).

Los problemas reproductivos posterio-
res al tratamiento con eCG son frecuentes
en camélidos sudamericanos. Bravo et al.
(1995) reportaron presencia de quistes
foliculares Iuego de un protocolo de supero-
vulacion utilizando eCG, incrementando su
numero a medida que se aumenta la dosis de
eCQG, similar a lo observado en el presente
estudio, donde se registré mayor frecuencia
de quistes foliculares al utilizar 700 Ul de eCG
respecto a una dosis menor, evidenciando una
respuesta dosis-dependiente, tal como ha sido
reportado también en cerdas (Manjarin ef al.,
2015). La frecuencia de metritis fue minima
en ambos grupos, y pareciera no estar rela-
cionada a la actividad de la hormona
superovulatoria; sin embargo, en ambos gru-
pos se registraron casos de torsiones cervi-
cales, posiblemente causada por la evidente
alteracion en los patrones hormonales de
estradiol y progesterona, tal como fue des-
crito en vacas sometidas a protocolos de
superovulacion utilizando PMSG (Bevers y
Dieleman, 1987) ademas de encontrarse en
fase litea.

CONCLUSIONES

El uso de un protocolo superovulatorio
con una dosis de 500 UI de eCG logra una
menor respuesta superovulatoria respecto a
la dosis de 700 UI de eCG; sin embargo, la
tasa de recuperacion de embriones es superior
y la frecuencia de problemas reproductivos
posteriores (quistes foliculares) fue menor.
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