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Respuesta superovulatoria y embrionaria en alpacas segun el
numero de foliculos reclutados por onda folicular

Superovulatory and embryonic response in alpacas according to the number of
follicles recruited by follicular wave

Alfredo Pozo C.'¥, Alvaro Vasquez Y.!, Juan Zevallos A.2, Luis Olivera M.2,
Aida Cordero R.}, Wilfredo Huanca L.'®

RESUMEN

El proposito del estudio fue evaluar la respuesta superovulatoria y embrionaria en
alpacas con gonadotropina coridnica equina (eCG) segun el nimero de foliculos reclutados
>3 mm en la onda folicular (OF). Se seleccionaron 26 alpacas del CIP «Chuquibambillay,
Universidad Nacional del Altiplano, Puno, Peru, para conformar dos grupos experimenta-
les: GEO1 (n=15 alpacas) con menos de tres foliculos >3 mmy GEO02 (n=11 alpacas) con
mas de cuatro foliculos >3 mm de didmetro al reclutamiento folicular pos-induccion de la
ovulacion de un foliculo >7 mm con 0.0042 mg de acetato de buserelina (AB). Ambos
grupos fueron evaluados por ecografia cada dos dias hasta inicios de la tercera onda
folicular. Posteriormente, hembras con foliculos >7 mm fueron inducidas a la ovulacion
conAB (dia 0), se verificé la ovulacion a las 36 h y se administré 700 Ul de eCG. Al dia 6.5
se hizo el empadre y 7.5 dias después se colectaron los embriones. La respuesta
superovulatoria fue similar en GEO1 y GE02 con4.4+4.0 y4.7 + 3.7 foliculos entre >3 y <7
mm; 7.5+3.7y 10.1+6.3 foliculos >7 mm;y 7.2 + 3.3 y 8.6 £ 5.0 cuerpos luteos, respecti-
vamente. Ademas, GEO1 y GEO2 presentaron 1.6 +£0.5 y 2.8 + 1.3 foliculos anovulatorios
luteinizados y 2.0 + 1.0 y 2.0 = 2.2 foliculos anovulatorios, respectivamente. En 80% de
alpacas en GEO1 se colectaron 2.5 + 1.4 embriones y en 70% de alpacas de GE02 se
colectaron 2.3 + 1.1 embriones. Asi mismo, se colectaron 25 embriones transferibles y 5
no transferibles en GEO1 (n=15) y 12 embriones transferibles y 4 no transferibles en GE02
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(n=10). Los resultados sugieren que no hay diferencia en la respuesta ovérica y colec-
cién embrionaria en alpacas superestimuladas con eCG a pesar de una marcada diferencia
de foliculos emergentes >3 mm en la primera OF y que no se hizo sostenible en la segunda
y tercera OF.

Palabras clave: alpaca, eCG, fertilidad, onda folicular, respuesta ovarica, superovulacion

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the superovulatory and embryonic response in
alpacas with equine chorionic gonadotropin (eCG) according to the number of follicles
recruited >3 mm in the follicular wave (FW). Twenty-six alpacas from the CIP
«Chuquibambillay, Universidad Nacional del Altiplano, Puno, Peru, were selected and
distributed into two experimental groups: GEO1 (n=15 alpacas) with less than three follicles
>3 mmand GE02 (n=11 alpacas) with more from four follicles >3 mm in diameter to follicular
recruitment post-induction of ovulation by a follicle >7 mm with 0.0042 mg of buserelin
acetate (BA). Both groups were evaluated by ultrasound every other day until the
beginning of the third follicular wave. Subsequently, females with follicles >7 mm were
induced to ovulate with BA (day 0), ovulation was verified at 36 h and 700 IU of eCG was
administered. On day 6.5 animals were mated and 7.5 days later the embryos were collected.
The superovulatory response was similar in GEO1 and GE02 with4.4+£4.0 and 4.7 +3.7
follicles between >3 and <7 mm; 7.5 + 3.7 and 10.1 £ 6.3 follicles >7 mm; and 7.2 + 3.3 and
8.6 = 5.0 corpora lutea, respectively. Furthermore, GEO1 and GEO2 presented 1.6+ 0.5 and
2.8 £ 1.3 luteinized anovulatory follicles and 2.0 + 1.0 and 2.0 + 2.2 anovulatory follicles,
respectively. In 80% of alpacas in GEO1 2.5 + 1.4 embryos were collected and in 70% of
alpacas in GE02 2.3 + 1.1 embryos were collected. Likewise, 25 transferable and 5 non-
transferable embryos were recovered in GEOl (n=15) and 12 transferable and 4 non-
transferable embryos in GE02 (n=10). The results suggest that there is no difference in
the ovarian response and embryonic collection in alpacas overstimulated with eCG despite
a marked difference in emerging follicles >3 mm in the first FW and that it was not
sustainable in the second and third FW.
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INTRODUCCION

La alpaca constituye un valioso recurso
para el poblador altoandino, porque le provee
carne y fibra de alta calidad. El interés por la
masificacion de genes de alto valor producti-
vo en la alpaca ha favorecido la introduccion
y desarrollo de tecnologias reproductivas asis-
tidas (TRA), como la ovulacion multiple, pro-
duccion in vivo e in vitro de embriones y la

trasferencia de embriones a hembras reci-
pientes.

La ovulacion multiple y produccion de
embriones en alpacas ha utilizado diversos
protocolos basados en la FSH y eCG solas o
en combinacion. Dosis de 400 UI durante 3
dias y por via SC en presencia de un foliculo
<7 mm (Novoa y Sumar, 1968), 650 Ul en
dosis Unica por via IM durante el inicio de la
onda folicular (Cervantes, 2008) o 1000 UI
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de eCG (Vivanco et al., 2014b), produjeron
variadas respuestas ovaricas en el numero
de foliculos, cuerpos lateos (CLs), € incluso
en la formacion de foliculos anovulatorios y
luteinizados con efectos directos sobre la re-
cuperacion embrionaria (Tibary et al., 2015).
Dicha variabilidad ha sido asociada a facto-
res intra y extraovaricos (Webb y Campbell,
2007), haciendo que la técnica genere des-
confianza por demandar gastos, esfuerzos y
tiempo. De otro lado, esta variabilidad ha
motivado a profundizar el conocimiento de
los procesos fisioldgicos que controlan el de-
sarrollo folicular ovarico con la finalidad de
desarrollar estrategias e incrementar la efi-
ciencia reproductiva (Rosales et al., 2012).

La aplicacion de la ecografia como
método poco invasivo en el campo de la re-
produccion animal ha facilitado la compren-
sion en tiempo real de procesos y eventos
reproductivos poco conocidos. Por ejemplo,
el inicio de la onda folicular en la alpaca fue
caracterizada por la aparicion de varios
foliculos (8-10) con didmetros <3 mm, segui-
do por el crecimiento continuo de, por lo ge-
neral, uno, a veces dos o tres foliculos de 3-5
mm, los cuales siguen creciendo o mantienen
su tamafio durante los primeros ocho dias
después de la emergencia (Vaughan et al.,
2004). De igual forma, el inicio de la onda
folicular en alpacas ha sido estimada en 4.3
+ 1.4 dias (Andrade, 2007) y con 2.8 = 1.3
(rango de 1-8) de foliculos emergentes >3
mm y repetibles (r=0.72) en ondas foliculares
sucesivas (Vasquez, 2018).

El recuento de foliculos antrales (RFA)
en bovinos ha tomado importancia en las tlti-
mas décadas. Se han cuantificado
ecograficamente los foliculos antrales >3 mm
con una amplia variabilidad entre animales (5
a 50 foliculos) y con alta repetibilidad (1=0.89)
(Ireland et al., 2007; Evans et al., 2011). El
RFA apoya la clasificacion fenotipica de va-
cas con mayor o menor nimero de foliculos,
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reflejado con la mayor o menor reserva
ovarica, la fertilidad, concentracion de hor-
mona antimiilleriana (Ireland et al., 2008),
progesterona y espesor endometrial
(Jimenez-Krassel et al., 2009). En este con-
texto, la respuesta ovarica a la
superestimulacion pudo predecirse
ecograficamente por el nimero de foliculos
>2 mm a la aparicion de las ondas foliculares
en vacas (Singh et al., 2004). Por lo tanto, el
presente estudio tuvo la finalidad de evaluar
la respuesta superovulatoria a la eCG en
alpacas segun el numero intrinseco de
foliculos emergentes en la onda folicular.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Ejecucion

El estudio se desarrolld en el CIP
«Chuquibambilla» de la Universidad Nacio-
nal del Altiplano (UNA), departamento de
Puno, Pert, a 3974 msnm, entre enero y abril
de 2016.

Animales

Se utilizaron 26 alpacas seleccionadas
de un total de 34 alpacas hembra Suri. Los
animales tenian entre 4 y 7 afos, 2.5 a 3.5 de
condicion corporal (escalade 1 a 5) (Van Saun
y Herdt, 2014), 69.2 + 7.5 kg de peso corpo-
ral, con un parto como minimo. Asimismo, se
encontraban vacias y sin problema aparente
de tipo reproductivo. Ademas, se dispuso de
10 alpacas macho Suri para el empadre, los
cuales tenian entre 4 y 8 afios, condicion cor-
poral de 2.75 a 4, 75.8 £ 8.0 kg de peso y
fertilidad comprobada.

Todos los animales estaban debidamente
identificados y fueron alimentados con pas-
tura natural y en ocasiones con heno de ave-
na. El manejo fue similar para todos los ani-
males durante el experimento.
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Disefio Experimental

Al inicio, se hizo una ecografia trans-
rectal a las 34 hembras con un ecografo Aloka
SSD500 y un transductor lineal rectal de 5.0
MHz para localizar un foliculo ovarico >7 mm
de diametro. Ante esto, se indujo la ovulacion
con 0.0042 mg de acetato de buserelina (AB)
(Conceptal®, Intervet, 1 ml IM) consideran-
do este evento como el dia 0 (Huanca et al.,
2001). A los dos dias se verifico ecogra-
ficamente la ovulacion. Ademas, consideran-
do el intervalo de tiempo (4.3 £ 1.4 dias pos-
tratamiento con GnRH) que demanda el ini-
cio de la onda folicular (Andrade, 2007) y
evaluandose retrospectivamente el foliculo
dominante, se determiné el reclutamiento
folicular con la aparicion de foliculos >3 mm,
siguiendo la metodologia descrita en llamas
por Adams et al. (1990).

Las 26 alpacas seleccionadas fueron
asignadas en dos grupos experimentales, en
funcién al numero de foliculos emergentes:
GEO1, alpacas (n=15) con <3 foliculos emer-
gentes de >3 mm de didmetro, y GEO02,
alpacas (n=11) con >4 foliculos emergentes
de >3 mm de diametro.

Se realizo la ecografia cada dos dias,
segin la metodologia descrita por Bravo et
al. (1990) durante dos ondas foliculares e ini-
cios de la tercera, a partir de la cual se inicid
la superovulacion con eCG con el fin de eva-
luar la respuesta ovarica y embrionaria. Los
foliculos ovaricos fueron medidos mediante
ecografia visualizandose como imagenes
anecoicas, los CLs como imagenes
hipoecogénicas, y los foliculos anovulatorios
como estructuras anecoicas >12 mm de dia-
metro (Rodriguez et al., 2014) y de paredes
delgadas. Asimismo, los foliculos anovulatorios
luteinizados se observaron como estructuras
anecoicas y con las paredes engrosadas
hipoecogénicas >3 mm y con porciones cen-
trales anecoicas. La tasa de recuperacion
embrionaria se estimé en funcion al numero
de CLs determinados.

Procedimiento Metodologico
Superovulacion

Los animales de los dos grupos fueron
sometidos a un protocolo de superovulacion,
de acuerdo con lo sefialado por Huanca
(2005) y Sumar (2013). Se determiné por
ultrasonografia la presencia de un foliculo
preovulatorio >7 mm de diametro en las
alpacas de la tercera onda folicular. Se admi-
nistré un analogo de GnRH (0.0042 mg
acetato de buserelina, Conceptal®, Intervet,
1 ml, IM) para inducir ovulacion, represen-
tando el dia cero (D 0). Alas 36 h se hizo la
ecografia para verificar la ovulacion y se ad-
ministré eCG en dosis tnica (700 Ul eCG,
Novormon® Syntex, 3.5 ml, IM) como agen-
te superovulatorio. Enel D 6.5 se administro
cloprostenol (0.25 mg, Lutaprost®250,
Agrovet Market, 1 ml, IM) para producir la
lutedlisis del CL originado por la induccion de
la ovulacion del foliculo preovulatorio del D
0, dosis y tiempo suficiente como lo descrito
por Mamani ef al. (2016). A1 D 7.5 se regis-
tr6 el nimero y tamaiio de los foliculos me-
diante ecografia e inmediatamente después
fueron cubiertas con machos fértiles durante
15 minutos como minimo, previa verificacion
de una monta correcta. Posterior a la monta
se administr6 0.0042 mg. de acetato de
buserelina (Conceptal®, Intervet, 1 ml, IM)
para garantizar la ovulacion. A las 12 h subsi-
guientes se realizo una segunda monta para
mejorar la fertilizacion de los ovocitos.

Coleccion embrionaria

Al D 14 se realizo una ecografia
transrectal de los ovarios para registrar la
cantidad y dimension de los CLs, asi como
registrar el numero de foliculos anovulatorios
y luteinizados.

El medio de lavado fue preparado en el
Laboratorio de Reproduccion de la Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos, conte-
niendo PBS y enriquecido con albumina sérica
y antibioticos. Previo al lavado intrauterino

Rev Inv Vet Peri 2021; 32(2): e16081



Superovulacion de alpacas seglin foliculos reclutados en onda folicular

se administro un tranquilizante (acepromazina
maleato, Promazil®, Montana, 0.5 ml, IM) y
anestesia epidural en base a lidocaina 2% (2.5
ml) en el espacio sacro coccigeo. Se utilizo
un catéter Foley N° 16Fr de dos vias fijada
internamente por un mandril metalico y pro-
tegido por una camiseta sanitaria. El ingreso
del catéter por el cérvix fue facilitado me-
diante fijacion manual via rectal. Una vez que
el catéter se ubicara en uno de los cuernos
uterinos, se infl6 el balon del catéter con 15 a
20 ml de aire para asegurarlo al cuerno uteri-
no impidiendo el reflujo del medio y embrio-
nes durante el lavado. Este procedimiento se
repitid para el otro cuerno uterino.

El lavado intrauterino se hizo a través
del sistema discontinuo, utilizando una jerin-
ga de 50 ml. Se utilizé 120 ml de medio de
lavado temperado (37 °C) por cada cuerno y
30 ml para el enjuague del catéter después
de haberlo extraido del tracto reproductivo.
El medio de lavado recuperado fue colocado
en filtros Encom con 70 um de didmetro, lue-
go transferido a placas petri y colocado en
una platina térmica para la busqueda y eva-
luacion de los embriones. Terminada la recu-
peracion embrionaria por lavado intrauterino,
se aplico cloprostenol (0.25 mg,
Lutaprost®250, Agrovet Market, 1 ml, IM)
para inducir la luteolisis de los CLs en las
alpacas de los dos grupos experimentales.

Busqueda y clasificacion de embriones

La btisqueda de embriones en el medio
de lavado contenido en las placas petri cua-
driculadas conservadas en platina caliente se
hizo con un estereomicroscopio Nikon® a 40X
y siguiendo un orden en cada cuadricula. La
clasificacion se baso en la propuesta de Tibary
et al. (2015) modificada, como calidad de
embriones en Grado I (excelente), Grado II
(bueno), Grado III (medio o regular) y Grado
IV (mala y embriones no transferibles). El
presente trabajo consideré embriones trans-
feribles a los de grado [ y Il y embriones no
transferibles a los grados Il y IV.
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Anadlisis de datos

Los datos se presentan en cuadros me-
diante promedios + desviacidn estandar, va-
lores minimos y maximos y en porcentajes.
Los datos de las variables estudiadas fueron
sometidos a la prueba de Shapiro-Wilk para
determinar su distribucion normal. Los datos
fueron analizados con el programa SPSS v.
22.0. Las diferencias se consideraron signifi-
cativas cuando p<0.05.

El nimero de foliculos reclutados >3
mm por grupo en la 1°,2°y 3° onda folicular,
numero de foliculos >3 mm y <7 mm, niime-
roy tamafio de foliculos anovulatorios, y na-
mero y tamafio de foliculos anovulatorios
luteinizados fueron comparados mediante la
prueba de hipotesis no paramétrica de Mann-
Whitney. El tamafio de foliculos >7 mm indu-
cidos a la ovulacion al D 0, nimero de foliculos
>3 mm al D 1.5 (36h), nlimero y tamafio de
foliculos >7 mm al D 7.5, asi como, el nime-
roy tamafio de CLs y el total de embriones al
D 14 del programa superovulatorio, fueron
comparados entre grupos mediante la prue-
ba de hipdtesis paramétrica t de Student para
muestras independientes. La tasa de recupe-
racion embrionaria, asi como el total de em-
briones transferibles, no transferibles y la tasa
de embriones colectados segun grado de de-
sarrollo (blastocistos, morulas y ovocitos sin
fertilizar) entre grupos fueron comparados
mediante la prueba exacta de Fisher.

RESULTADOS Y DISCUSION

Respuesta Ovarica

En el Cuadro 1 se muestra que el tama-
fio de los foliculos preovulatorios >7 mm in-
ducidos a la ovulacion al D 0 no difirieron
entre grupos, dado que todas las alpacas lle-
garon a ovular. Asimismo, no hubo diferencia
entre grupos para foliculos <3 mm al dia 1.5
(36 h) ni en foliculos >3 y <7 mm. Los foliculos
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Cuadro 1. Respuesta ovarica a la superovulaciéon con eCG en alpacas, segun los
grupos experimentales’

. . GEO1 GE02
Respuesta ovarica al tratamiento
superovulatorio con eCG N° Media + DE N Media = DE
alpacas alpacas
Dia 0 Didmetro de foliculo 15 9.3*+2.2 11 8.6°xt 1.1
preovulatorio (mm)
Dia 1.5 Foliculos >3 mm (n) 13 2.7*+£0.8 09 2.6°+1.3
eCG (35) (23)
Dia 7.5 Foliculos >3 mm y <7 14 44*+40 09 4.7+ 3.7
empadre mm?, Cantidad (n) (61) (42)
Foliculos >7 mm 15 7.52+3.7 11 10.12+6.3
Cantidad (n) (112) (111)
Tamano (mm) 15 84*+ 1.1 11 8.8°+0.9
Dia 14 Cuerpos luteos 15 7.2*+3.3 11 8.6°+5.0
recuperacion  Cantidad (n) (108) (102)
embrionaria  Digmetro (mm) 15 107°+12 11  114%+25
Fol. anovulatorios 5 1.6°£0.5 4 2.8+ 1.3
luteinizados >11 mm? (8) (14)
Cantidad (n)
Tamafo (mm) 5 14.5°+6.3 4 16.32+2.7
Fol. anovulatorios >12 7 2.0°+£1.0 7 2.0°+2.2
mm?, Cantidad (n) (14) (14)
Tamafo (mm) 7 16.4°+5.8 7 18.4*+4.2

1 GEO1: <3 foliculos emergentes con =3 mm de didmetro; GE02: >4 foliculos emergentes con

>3 mm de didametro

Letras distintas en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05) mediante la prueba
de hipétesis t de Student (a excepcién de los comparados con la prueba de Mann-Whitney?)

>7 mm fueron igualmente similares entre gru-
pos, aunque presentaron disimiles coeficien-
tes de variacion (GEO1 = 49.3%; GEO02 =
62.4%).

El nimero y tamaio de los CLs previos
a la recuperacion intrauterina de embriones
el dia 14 fueron similares entre grupos (Cua-
dro 1). Asimismo, las alpacas de ambos gru-

pos tuvieron similar predisposicion a formar
foliculos anovulatorios luteinizados y foliculos
anovulatorios.

La respuesta superovulatoria a la eCG
en alpacas en funcion al promedio de foliculos
preovulatorios (>7 mm) y cuerpos lateos, fue-
ron similares a GE02 (10.1 £ 6.3 foliculos y
8.6 £ 5.0 CLs) y ligeramente superiores a
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GEO1 (7.5+3.7 foliculosy 7.2 + 3.3 CLs) en
comparacion a los resultados obtenidos por
Mendoza (2012) (10.2 +4.47 foliculos y 8.0
+3.42 CLs) usando 700 Ul de eCG, asi como
también a los resultados de Huanca (2008)
(9.74 £ 1.27 foliculosde 7a 13 mmy 9.92 +
0.99 CLs) usando 750 Ul de eCG.

La diferencia significativa en el nimero
de foliculos >3 mm al inicio de la primera onda
folicular (GEO1: <3 foliculos, GE02: >4
foliculos) (Cuadro 2) tuvo similar nimero de
foliculos antrales (foliculos entre >3 mm y <7
mm y foliculos preovulatorios >7 mm) al dia
7.5 como respuesta a la aplicacion de la eCG,
contrastando con los hallazgos de Singh et
al. (2004), quienes encontraron una mayor
respuesta gonadotropica (FSH) de mayor
numero de foliculos antrales en vacas con
mayor niumero de foliculos >2 mm a la apari-
cion de las ondas. El estrecho rango en el
numero de foliculos >3 mm a la emergencia
de la primera onda folicular (entre 2 a 9
foliculos) afect6 directamente en la confor-
macion de los GEs e imposibilitaron la agru-
pacion de las alpacas en funcion al nimero
extremo de foliculos emergentes (Ej. 10%
superiory 10% inferior) tal como Singh et al.
(2004) lo hicieran para predecir signi-
ficativamente la respuesta superestimu-
latoria. Asi mismo, a pesar de que el nimero
de foliculos emergentes antrales al inicio de
la onda folicular varie entre ondas consecuti-
vas, como ocurrid en el presente estudio don-
de los grupos GEO1 y GEO2 mostraron dife-
rencia significativa en la primera onda
folicular, estos fueron similares en la 2%y 3%
onda folicular. Por lo tanto, es probable que
en alpacas existan otros factores no conoci-
dos que no permiten una prediccion mas cer-
tera y que el niumero de foliculos >3 mm
(GEO1: <3 foliculos, GE02: >4 foliculos) pa-
rece no ser el Unico factor por considerar.

El inicio de la onda folicular en alpacas
tras la induccion de la ovulacion de foliculos
>7 mm con GnRH fue estimada por Andrade
(2007) en 4.5 + 1.4 dias (rango 2-8). Asi mis-
mo, Vasquez (2018) cuantifico el numero
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promedio de foliculos >3 mm a la emergen-
ciaen 2.8 + 1.3 foliculos (rango de 1 a 8). Lo
anterior corrobora el reporte de Vaughan et
al. (2004), quienes caracterizaron la onda
folicular en alpacas en condiciones diferen-
tes al de los Andes peruanos por el creci-
miento de 1 a 3 foliculos de 3 a 5 mm de una
cohorte inicial de 8 a 10 foliculos <3 mm. Por
lo tanto, estos antecedentes confirman que
las alpacas tienen un estrecho rango y menor
namero de foliculos >3 mm durante el reclu-
tamiento folicular; cifras que son menores al
compararse con los dromedarios (12.8 = 0.9
foliculos >3 mm, rango 8-34, n=17)
(Manjunatha et al., 2012) y bovinos (8 a 41
foliculos de 3-4 mm) (Pierson y Ginther,
1987), una variabilidad al parecer, atribuida a
las especies.

Webb et al. (2016) resaltan a la alimen-
tacion como parte de las influencias ambien-
tales con efectos sobre el desarrollo folicular
y ovocitario. Al respecto, San Martin y Van
Saun (2014) mencionan que la alimentacion
con pastos naturales en el Pera es favorable
de enero a abril (estacion lluviosa y caluro-
sa), pero con bajo nivel de proteina entre mayo
y julio, para proteinas y energia entre agosto
y octubre o potencialmente deficiente para
energia entre noviembre y diciembre. Poco
se sabe sobre la importancia de la alimenta-
cion en los primeros meses de la gestacion,
en especial para empadres tardios, compro-
metiendo la reproduccion de las futuras crias,
con probables efectos en desmedro del de-
sarrollo y establecimiento de la reserva
ovarica, coincidente con la escasez de ali-
mentos. Los efectos de la alimentacion so-
bre la futura reproduccion de las crias fueron
demostrados por Mossa et al. (2013), cuan-
do una restriccion alimenticia en el primer tri-
mestre de prefiez en vacas redujo hasta en
60% el nimero de foliculos antrales en los
ovarios de los fetos a la evaluacion posparto.
Una buena reserva de foliculos en el ovario
se ve reflejada con una adecuada respuesta
en la reproduccion, fertilidad y tasas de pre-
fiez (Silva-Santos et al., 2013).
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Cuadro 2. Numero de foliculos reclutados >3 mm de diametro durante tres ondas
foliculares consecutivas en alpacas, segun el grupo experimental’

Onda Grupo Exp. 01

Grupo Exp. 02 Total

folicular N 1edia+DE Min. Méx. n Media<DE Min. Méx. n MediatDE Min. Max.

Primera 15 2.3*+05 2 3
Segunda 15 2.8*+1.1 1 4

Tercera 15 2.3*%x1.5 1 6

11 5.1°+1.8 4
11 3.52°+14 2
11 3.1°+16 1

9 26 35+1.8 2 9
6 26 3.1+£13 1 6
6 26 2616 1 6

1 GEO1: <3 foliculos emergentes con >3 mm de didmetro; GE02: >4 foliculos emergentes con

>3 mm de didmetro
n = nUmero de animales

Letras distintas en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05) a la prueba de

hipdtesis de Mann-Whitney

En el Cuadro 2 se puede observar la
poca sostenibilidad del numero de foliculos
reclutados >3 mm en el GE02, los cuales se
redujeron a similares cantidades al del GEO1
en la segunda y tercera onda folicular. Esta
reduccion podria estar atribuida, entre otros
factores, al estrés ocasionado por la manipu-
lacion interdiaria al examen ecografico y por
los dias transcurridos hasta el inicio de la ter-
cera onda.

Llama la atencion la reduccion del nu-
mero de foliculos reclutados entre la primera
con las dos ondas foliculares siguientes.
Vasquez (2018) reportd una alta repetibilidad
(r = 0.72) para el numero de foliculos
reclutados >3 mm en alpacas en ondas
foliculares sucesivas. Asimismo, Manjunatha
et al (2012) lo reportan en camellos drome-
darios (r = 0.95) y Burns et al (2005) en bo-
vinos (r=0.95). Este comportamiento podria
estar influenciado por la superposicion de las
ondas foliculares, donde el tamafio y dura-
cion de la primera onda (Adams, 2001), au-
nado al efecto de la progesterona proceden-
te del cuerpo luteo producto de la induccion
previa de un foliculo preovulatorio pudieron

influir en el inicio de la segunda onda folicular.
Se conoce que mientras el foliculo dominan-
te (FD) no ovule o regresione se mantiene su
efecto inhibitorio por las elevadas concentra-
ciones de estradiol y liberacion de FSH sobre
otros foliculos, asi como por los efectos de la
inhibina y andrégenos, mecanismos postula-
dos para otras especies monovulares como
el bovino (Aba, 2014). Por el contrario, cuan-
do el FD inicia su regresion, se anula el efec-
to inhibitorio hacia el hipotalamo y se percibe
inmediatamente la presencia de un foliculo
de mayor tamafio (futuro foliculo dominante)
acompaiado de otros foliculos subordinados
de la nueva onda folicular (Vaughan et al.,
2004), observandose una coexistencia entre
el foliculo en retroceso y el foliculo en creci-
miento, siendo dificil distinguirlos a la
ecografia, fenomeno al que Aba (2014) de-
nomina como ondas foliculares superpuestas.

La alta repetibilidad (r = 0.72) de
foliculos reclutados >3 mm encontrada por
Vasquez (2018) fue estimada en ondas
foliculares sucesivas no ovulatorias,
inicidndose con la ovulaciéon de un foliculo
preovulatorio >7 mm. La presentacion de
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ondas superpuestas en alpacas pudo afectar
el namero de foliculos reclutados medibles
por ultrasonografia; por lo que urge dilucidar
la repetibilidad en ondas foliculares
subsecuentes donde los foliculos dominantes
sean inducidos a la ovulacién. De otro lado,
el coeficiente de repetibilidad debe ser consi-
derado con mucha cautela porque tiene un
comportamiento muy variable (Harper, 1994),
influido por el tamafio de las estructuras, el
rango de variacion de la medida y la preci-
sion del instrumento de medicion.

Elinicio de las ondas foliculares depen-
de de la regresion natural de los FDs, de alli
que también afectan la duracion de las inter-
ondas foliculares, siendo estas muy variable
entre animales y de baja repetibilidad (r =
0.23). Vasquez (2018) indica un intervalo de
16.9 £ 3.9 dias, pero se describen rangos en-
tre 12 a 22 dias (Vaughan et al., 2004). A
longitudes de intervalo largas, mayor es el
crecimiento del FD (Adams, 2001) y mayor
es la secrecion de 17 B-estradiol (Chaves et
al., 2002), con el subsecuente mayor efecto
inhibitorio sobre el crecimiento folicular (Aba,
2014) y su desarrollo en la onda superpuesta.

Bravo et al. (1990) manifiestan que el
surgimiento de una nueva onda folicular se
da alos 2-3 dias de haberse iniciado la regre-
sion del FD en ondas foliculares no
ovulatorias; lo que hace suponer la existen-
cia de algun mecanismo que posibilite la
emergencia folicular momentos previos o in-
mediatamente después de la regresion del FD.
En otras especies, Aba (2014), indica que el
reclutamiento folicular en ovejas necesita de
niveles basales de gonadotropinas, mientras
que el inicio del reclutamiento folicular en el
bovino requiere de una oleada secundaria de
FSH posterior al proceso ovulatorio, eviden-
ciando una relacion entre FSH y la aparicion
de la onda folicular; de otra parte, no se ha
encontrado en llamas una correlacion tem-
poral entre la secrecion de FSH y el desarro-
1lo de foliculos, por lo que se sugieren esta-
blecer métodos mas sensibles para medir la
FSH en estas especies (Aba, 2014).
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Asi mismo, atin no esta claro el tamafo
folicular a partir del cual los foliculos se ha-
cen sensibles a las gonadotropinas con las
que las alpacas inician la onda folicular, tal y
como esta determinado para la especie
porcina (1 mm), ovina (2 mm), bovina (3-5
mm) y equina (10 mm) (Monniaux et al.,
1997). Recientemente, Céliz (2017) en un
estudio en alpacas (n = 35) determin6 por
histologia el recuento de foliculos antrales a
partir de ovarios procedentes de matadero,
resultando entre 6 y 32 foliculos/ovario. Por
tanto, falta determinar la sensibilidad de los
foliculos a las gonadotropinas para esclare-
cer el inicio de la onda folicular en alpacas y
hacerse el seguimiento con transductores de
poca profundidad, pero de mayor resolucion
al cual se incluyan foliculos >2 mm,
detectables con transductor de 7.5 MHz en
alpacas (Pacheco et al., 2017). Una situa-
cion similar ocurrié en bovinos, donde la va-
riabilidad de foliculos emergentes y su
repetibilidad no fueron detectadas hasta in-
cluir foliculos <5 0 6 mm de diametro (Evans
etal.,2011).

La presencia de foliculos anovulatorios
y foliculos anovulatorios luteinizados en am-
bos grupos obedece a fallas de la ovulacion,
descritas por Rodriguez et al (2014) como
una inadecuada liberacion de LH, donde
foliculos grandes que iniciaron con su regre-
sion y terminan luteinizdndose o cuando
foliculos pequefios que atin no han adquirido
su capacidad para responder a la LH termi-
nan sin llegar a ovular. También se debe al
uso de machos con baja concentraciéon o po-
tencia del factor inductor de la ovulacion que
no tendria accion sobre foliculos entre 3 y 7
mm. La presencia de foliculos anovulatorios
con el uso de eCG también fueron observa-
dos por Cervantes (2008) al usar 650 Ul y
Vivanco et al (2014a) con 1000 UI de eCG,
atribuidos a la subunidad beta de su estructu-
ramolecular y alto contenido de acido sialico,
responsables de la vida media larga de la eCG
(Schams et al., 1978).
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Cuadro 3. Alpacas con coleccion embrionaria y promedio de coleccion de embriones
en alpacas superestimuladas con eCG, segln el grupo experimental’

Alpacas con

Grupos All()r?;: as erclfli:icoig?ia Media+ DE  Minimo Maximo eggiloizs
n %

GEO1 15 122 80.0 2.5°+14 1 5 30

GEO02 10 7 70.0  2.3*+1.1 1 4 16

Total 25 19 76.0 24+13 1 5 46

1 GEO1: <3 foliculos emergentes con >3 mm de didmetro; GE02: >4 foliculos emergentes con

>3 mm de didmetro

Letras distintas en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05) a la prueba de
Chi cuadrado con correccién de continuidad para alpacas con coleccién embrionariay de t

de Student para el promedio de embriones

Coleccion Embrionaria

Una alpaca de GEO2 tuvo que ser reti-
rada del analisis de esta parte del estudio por
presentar piometra. El niimero de alpacas con
coleccion embrionaria, asi como el promedio
de embriones fue similar en ambos grupos
(Cuadro 3). No se pudo colectar embriones
en todas las alpacas superestimuladas, he-
cho que también fue reportado en un estudio
retrospectivo por Vaughan et a/ (2013) al no
colectarse ninglin embrion en 33.5% (548/1736)
de alpacas estimuladas en Australia. Por otra
parte, la cantidad de embriones recuperados
fueron ligeramente superiores a lo obtenido
por Huanca (2008) con 1.6 = 0.3 embriones
con 750 Ul de eCG, pero inferior a los repor-
tados por Cervantes (2008) con 4.3 £ 0.39
embriones con 650 Ul de eCG, Vivanco (2013)
con3.52+3.0l enel afo 2010y 4.18 £2.28
y3.69+3.42 en 2013, utilizando 1000 Ul de
eCG. Al respecto, el nimero de embriones
recuperados dependen del momento en que
los embriones descienden hacia el utero (Su-
mar y Picha, 2014).

10

Entre los factores intrinsecos que pu-
dieron afectar la tasa de recuperacion
embrionaria esta la funcion de la fimbria du-
rante la captacion de los 6vulos en un ovario
superestimulado cuyo tamafio es mucho mas
grade de lo usual (Novoa et al., 1999; Taylor
et al., 2001). Otros factores se asocian a la
presencia de foliculos grandes (Vivanco et
al.,2014a), la luteinizacion folicular y altera-
ciones durante la ovulacion debido a la vida
media larga de la eCG descrita por Tibary et
al. (2015). En menor grado, se puede men-
cionar el medio y la técnica de recuperacion
embrionaria (Huanca et al., 2006), ya que el
sistema discontinuo empleado no siempre
coincidiod entre las cantidades infundidas y las
recuperadas durante el lavado intrauterino.

La tasa de recuperacion de embriones
transferibles se muestra en el Cuadro 4. La
calidad excelente y buena de los embriones
(transferibles) esta influenciada por factores
externos como las técnicas y los medios usa-
dos en la coleccion (Huanca et al., 2006),
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Cuadro 4. Recuperacion de embriones transferibles y no transferibles en alpacas
superestimuladas con eCG, segun los grupos experimentales!

Total Transferibles No transferibles' Total
Grupos!
alpacas n % n % n %
GEO1 15 25° 83.3 58 16.7 30 100.0
GEO02 10 12¢ 75.0 42 25.0 16 100.0
Total 25 37 80.4 9 19.6 46 100.0

1 GEO1: <3 foliculos emergentes con >3 mm de didmetro; GE02: >4 foliculos emergentes con

>3 mm de didmetro

Letras distintas en la misma columna indican diferencia (p<0.05) a la prueba de chi cuadrado

con correccion de continuidad.
Y ncluye ovocitos no fertilizados

Cuadro 5. Embriones colectados

segin estadio de

desarrollo en alpacas

superestimuladas con eCG, seglin los grupos experimentales

Desarrollo embrionario

Grupos' Blastocistos Morulas ONF! Total

n % n % n % n %
GEO1 28 90.3 A 6.5 1? 3.2 31 100.0
GEO02 132 76.5 3@ 17.6 1? 59 17 100.0
Total 41 85.4 5 10.4 2 4.2 48 100.0

1 GEO1: <3 foliculos emergentes con 23 mm de didmetro; GE02: >4 foliculos emergentes con

>3 mm de didmetro

Letras distintas en la misma columna indican diferencia (p<0.05) a la prueba exacta de Fisher

1 Ovocitos no fertilizados

calidad espermatica, capacidad o experien-
cia del recolector y grado de pureza de la
hormona superovulatoria, entre otros (Reyna,
2006). Asimismo, por factores internos de la
alpaca asociados a la calidad de los ovocitos
que forman parte de la onda folicular, consi-

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(2): 16081

derando que la hiperestimulacion ovarica per-
turba el desarrollo normal del proceso, dando
lugar a ovocitos con calidad reducida (Krisher,
2004), tales como el reinicio precoz de la
meiosis por la actividad LH de la eCG,
aneuploidia y problemas en el desarrollo tem-
prano del embrion (Monniaux et al., 1984).

11
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Los embriones colectados segun grado
de desarrollo se presentan en el Cuadro 5.
Los resultados fueron mayores a 61% (11/18)
de blastocistos reportados por Mendoza
(2012). La presencia de moérulas podria ex-
plicarse por ovulaciones tardias (Reyna, 2006)
que terminaron en fecundaciones tardias. El
embrion, en su ultima transicion por el ovi-
ducto en direccion al ttero lo hace mayor-
mente en etapa de blastocisto eclosionado
(Bourke et al., 1991), probablemente funcioén
atribuida a la unidn utero tubarica, sometien-
do al embrién a un delicado proceso selecti-
vo propia de la especie para retener embrio-
nes no competentes (Novoa et al., 1999).

Finalmente, la seleccion de alpacas se-
gin el RFA mediante un seguimiento
ecografico (5 MHz) no representaria un cri-
terio significativo a pesar de que en otras es-
pecies como el bovino, constituye un buen
marcador del estado de la reserva ovarica y
un buen predictor de la respuesta ovarica a
la superestimulacion (Monniaux et al., 2010;
Rico et al., 2012), lo que corrobora la varia-
bilidad intra o entre especies (Vivanco et al.,
2014b). Los camélidos sudamericanos posean
caracteristicas fisiologicas propias y extre-
madamente variables e impredecibles a los
programas superovulatorios (Sumar, 2013).

CONCLUSIONES

e Ladiferencia significativa en el numero
de foliculos ovaricos >3 mm al inicio de
la primera onda folicular en alpacas
(GEO1: <3 foliculos, GE02: >4 foliculos)
presentd similar nimero y tamafio de
foliculos antrales al dia 7.5, asi como la
cantidad y tamafio de cuerpos luteos al
dia 14 como respuesta super-
estimulatoria a la aplicacion de eCG.

e Se determind cantidades similares de
foliculos anovulatorios y foliculos luteini-
zados en ambos grupos experimentales.

e El nimero promedio de embriones co-
lectados y embriones transferibles fue-
ron similares entre los dos grupos experi-
mentales.
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e ladiferencia significativa del numero de
foliculos >3 mm al inicio de la primera
onda folicular (GEO1: <3 foliculos, GE02:
>4 foliculos) es insostenible en ondas
foliculares sucesivas no ovula-torias, re-
duciéndose en el grupo GEO2.
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