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RESUMEN

Se utilizaron 40 alpacas hembras huacaya adultas del CICAS La Raya de la
UNSAAC del Cusco, para evaluar el efecto de dos niveles de Ganarelix, adaptado
al protocolo de superovulacién, sobre (i) los niveles de FSH sanguineo, (ii) el
namero de foliculos iguales o mayores a 2mm de didmetro y (iii) el tipo de
induccion de la ovulacién. Se dividi6 en dos grupos de 20 animales: Gr-A, se
administré 0,15mg de Ganarelix y Gr-B se administré 0,30mg de Ganarelix por via
sub cutanea. En el dia 0, las muestras sanguineas fueron colectadas alas 0,1y 3
horas post inyeccién del Ganarelix para determinar los niveles sanguineos de
FSH lo cual se realiz6 en el laboratorio con la técnica de ELISA. El dia 1 se
administré 750 Ul de eCG por via intramuscular en ambos grupos, los siguientes
9 dias se realizo la evaluacion del desarrollo folicular de ambos ovarios mediante
ecografia transvaginal cada 24 horas. Para la induccion de la ovulacion se aplico
750 Ul de hCG en el dia 6 de tratamiento a los sub grupos Al y Bl de 10
animales respectivamente y el dia 8 se utilizé machos vasectomizados en los sub
grupos A2 y B2 de 10 animales. Los resultados para los niveles de FSH
sanguineo (mIU/ml) tratadas Ganarelix fueron: Gr-A (0.775 + 0.190 miU/ml) y Gr-
B (0.774 + 0.206 mlU/ml); A la evaluacion del numero de foliculos en alpacas
tratadas con diferentes dosis de Ganarelix, se reporta en Gr-A: 20.80 + 7.44y en
Gr-B: 13.90 + 4.24, no hay diferencia entre ovarios dentro del grupo. Para el
namero de cuerpos lateos por efecto de hCG y macho vasectomizado en alpacas
tratadas con diferentes dosis de Ganarelix, se reporta en Gr-A: 4.35 + 2.75 y en
Gr-B 2.52 + 1.43 por efecto de las dosis de Ganarelix.

Palabras clave: Antagonista, eCG, foliculos, FSH y ovulacién inducida.
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ABSTRACT

We used 40 adult huacaya female alpacas from the CICAS La Raya of the Cusco
UNSAAC, to evaluate the effect of two levels of Ganarelix, adapted to the
superovulation protocol, on (i) blood FSH levels, (ii) the number of follicles equal or
greater than 2mm in diameter and (iii) the type of induction of ovulation. It was
divided into two groups of 20 animals: Gr-A, 0.15mg of Ganarelix and Gr-B was
administered 0.30mg of Ganarelix subcutaneously. On day 0, blood samples were
collected at 0, 1 and 3 hours post injection of Ganarelix to determine blood levels
of FSH which was performed in the laboratory with the ELISA technique. On day
1, 750 IU of eCG was administered intramuscularly in both groups, the follicular
development of both ovaries was evaluated during the following 9 days by
transvaginal ultrasound every 24 hours. For the induction of ovulation, 750 IU of
hCG was applied on day 6 of treatment to subgroups Al and B1 of 10 animals
respectively and on day 8 vasectomized males were used in subgroups A2 and B2
of 10 animals. The results for the blood FSH levels (mIU / ml) treated Ganarelix
were: Gr-A (0.775 + 0.190 mlU / ml) and Gr-B (0.774 + 0.206 miU / ml); To the
evaluation of the number of follicles in alpacas treated with different doses of
Ganarelix, it is reported in Gr-A: 20.80 + 7.44 and in Gr-B: 13.90 + 4.24, there is
no difference between ovaries within the group. For the number of corpora lutea
due to the effect of hCG and vasectomized male in alpacas treated with different
doses of Ganarelix, it is reported in Gr-A: 4.35 + 2.75 and in Gr-B 2.52 + 1.43 due
to the dose of Ganarelix.

Keywords: Antagonist, eCG, follicles, FSH & induced ovulation.
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INTRODUCCION

La mayoria de la poblacién de alpacas y llamas en el pais se cria en rebafios
pequefios, de composicion heterogénea, que incluyen animales de diferentes
colores y de razas. En estas condiciones los diferentes recursos genéticos se
encuentran sub utilizados, su potencial productivo que podria ser mejorado
mediante seleccidon se ve muy limitado. Para superar estas limitaciones varias
instituciones estan trabajando en la formacién de nucleos genéticos de alpacas
y llamas “puras” y, con base en estos animales preseleccionados, avanzar en
el mejoramiento genético mediante seleccion de animales que reunen
caracteristicas deseables desde el punto de vista productivo. El objetivo es
lograr que la ganancia genética acumulada en dichos nucleos, sea transmitida
a los rebafios de los productores en forma de vientres y reproductores
mejorados (Sumar 1997).

Mientras dichos esfuerzos se van materializando y ampliando, se necesita
desarrollar técnicas reproductivas que faciliten la difusion masiva de dichos
animales mejorados. En la actualidad, el numero promedio de crias (n=6) que
una alpaca hembra o llama puede producir durante toda su vida reproductiva
es muy limitado para difundir el material genético deseado. Las técnicas de la
ovulacion multiple (OM) y transferencia de embriones (TE) son una posibilidad
para superar esta limitacion; permitirian, por otro lado, reducir el intervalo
generacional mediante el uso de animales jovenes (Novoa y Sumar 1968).

Los estudios sobre OM y TE en alpacas y llamas son escasos. Para estimular
el crecimiento folicular se ha utilizado la gonadotropina corionica equina (eCG)
o la hormona estimulante del crecimiento folicular (FSH) y luego para inducir la

ovulacion mdltiple se ha empleado ya se la gonadotropina corionica humana
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(hCG), la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) o la monta natural.
Estos tratamientos han sido aplicados ya sea en fase folicular (Novoa y Sumar
1968; Palomino et al. 1987; Bravo et al. 1995c) o en fase progestacional
inducida (Bourke et al., 1992; 1994; Correa et al., 1994). En general los
tratamientos indicados, tanto en fase folicular como progestacional, resultaron
en una respuesta ovulatoria variable, el nUumero de ovulaciones vari6 entre 2 a
11. En aquellos ensayos en que se usO monta natural para inducir la
superovulacion, la respuesta fue nula o baja, comparada con aquella en que se
usé hCG o GnRH. Velasquez y Novoa (1999) probaron el uso de 1000 Ul de
eCG seguida de 1000 Ul de hCG, tanto en fase folicular como progestacional
inducida, obteniendo 8.2 + 2.6 y 17.8 + 8.3 ovulaciones, respectivamente
(P<05); sin embargo, la respuesta ovarica fue excesiva, particularmente en la
fase progestacional, lo que determin6_que el ovario quede atrapado en la bolsa
ovarica.

En otra investigacibn de Novoa et al., (1999) probaron tres dosis para
superovular en alpacas, usando dosis de 750 Ul de eCG con 750 Ul de hCG;
otra dosis 500 Ul eCG con 750 Ul hCG vy dosis de 750 Ul eCG con 1000 UI
hCG, obteniendo 6.8 + 2.6; 6.0 + 2.8 y 12.6 + 1.8 ovulaciones respectivamente.
En reproduccion animal, las primeras experiencias realizadas con antagonistas
de GnRH en ganado ovino para inhibir el crecimiento folicular y desencadenar
la aparicion controlada de una nueva onda de crecimiento (Brebion, 1990), se
basaron en el uso de dosis diarias durante los 11 dias que se mantiene el
tratamiento de sincronizacion de ciclos, previo al inicio del tratamiento de
superovulacion con FSH. Estos trabajos mostraron mejores resultados en

cuanto al niamero de embriones viables pero su aplicacion practica se vio
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condicionada por factores limitantes econémicos, de manejo y de variabilidad
en la respuesta.

Posteriormente, fue su uso para eliminar la secrecion endégena pulsétil de LH
y retrasar el pico preovulatorio de LH, consiguiendo asi prolongar la fase
folicular y mejorar la calidad tanto de los foliculos como de los oocitos (Oussaid
et al., 2000)

La administracion por via subcutanea del antagonista de GnRH teverelix, en
dosis unicas (1,5 y 3,0 mg), podria ser util en la induccion de este efecto, ya
gue su uso evito la presencia de foliculos de gran tamafio (Lopez, 2004). Esta
accién estaria causada por la capacidad de los antagonistas para actuar sobre
los receptores hipofisarios de GnRH que, por blogueo competitivo, provocan
una inhibicién de la secrecién de hormona luteinizante (Coccia et al., 2004).

El estudio tuvo como objetivos: 1) Determinacion de los niveles de FSH
sanguineo por efecto de dos dosis de Ganarelix mediante la prueba de ELISA.
2) Determinacion del niumero de foliculos por efecto de dos dosis de Ganarelix
mediante ultrasonografia. 3) Evaluacion del efecto del tipo de induccion de la

ovulacibn a causa del efecto de dos dosis de Ganarelix.
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CAPITULO |

PROBLEMATICA DE INVESTIGACION
1.1.PROBLEMA
En camélidos sudamericanos, como en otras especies, las técnicas de
superovulacion, conservacion y transferencia de embriones constituyen en la
actualidad una herramienta imprescindible tanto para el desarrollo de
programas de conservacion de recursos genéticos en razas con bajo numero
de efectivos, como para la aplicacion de programas de mejora genética
destinados a incrementar las producciones ganaderas.
En ambos casos, el objetivo de los protocolos de superovulacién es el
incremento de descendientes de las hembras seleccionadas mediante el
aumento del niumero de ovulaciones y de embriones viables en respuesta a la
utilizacion de tratamientos hormonales. Estos incluyen generalmente la
administracion de un tratamiento con gonadotropinas (que permite el
crecimiento de un mayor numero de foliculos) durante los dltimos dias del
tratamiento de sincronizacién del celo y la administracién de progestagenos
intravaginales para sincronizar la ovulacion. (Lopez, 2004)
Sin embargo, y a pesar de las mejoras conseguidas durante los ultimos afos
en cuanto a la eficacia de los protocolos de superovulacién, los rendimientos de

estas técnicas presentan una gran variabilidad; no sélo entre los diferentes
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grupos de tratamiento, sino también entre animales de un mismo grupo. Han
sido diversos los estudios que se han llevado a cabo para averiguar las causas
de esta variabilidad (factores limitantes) y poder asi, en base a estos
conocimientos, optimizar los protocolos utilizados. (Lopez, 2004)

Las hembras camélidas no expuestas al macho, desarrollan ondas foliculares
sucesivas, en tres fases de desarrollo, para lo cual un grupo de foliculos son
reclutados, de ellos es seleccionado uno e inicia su crecimiento,
diferenciandose y alcanzando el tamafio ovulatorio (igual o mayor a 7mm de
didmetro); mientras que los demas regresionan (Bravo et al, 1990; Fernandez,
1993). Igualmente la lactacion parece tener efecto, pues en llamas no
lactantes el diametro (12mm) es mayor que en las lactantes (10mm) (Bravo,
1997). El foliculo dominante parece controlar su duracién (Adams, 2001);
puesto que si no hay ovulacion se atresia; reconociéndose un nuevo foliculo 2
a 3 dias después de la primera disminucion de tamafio del foliculo dominante
(Bravo et al, 1990). Una vez que los foliculos primordiales comienzan a
diferenciarse, es decir abandonan la poblacién de foliculos de reserva tienen
dos caminos posibles a seguir: ovular o atresiarse en algun punto de su
diferenciacion. Alrededor del 99% de los foliculos que comienzan la activacion
se atresian sin llegar nunca a ovular. El proceso de atresia puede ocurrir en
cualguier momento de la foliculogénesis (Gigli et al, 2006). Con respecto al
largo de la onda folicular en camélidos sudamericanos, se determind un
promedio total de 13,8 dias (Bravo et al, 1990)

Existen trabajos que refieren que a mayor tiempo de duracioén de la copula se
obtiene mayor porcentaje de alpacas que ovulan, sin embargo se ha

encontrado que en varios casos hembras con mas de 20 minutos no llegan a
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ovular mientras que otras con 5 minutos si lo hacen (Novoa, 1989). Existen
fallas ovulatorias post cépula, que no han sido totalmente explicadas,
sefialandose que podria ser atribuida a una sensibilidad disminuida de los
foliculos a los niveles circulantes de LH debido a las variaciones en los estadios
de maduracion folicular (Fernadez, 1993).

La problematica encontrada tras las revisiones de articulos de investigacion
sobre la superovulacion en camélidos sudamericanos (alpacas) esta
relacionado con la interaccion del eje hipotalamo — hipofisis tras la utilizacion

de hormonas exdgenas las que conllevan a una pobre produccién y desarrollo
de foliculos de Graf que llegan a ovular para ser fertilizados en un proceso de
produccion de embriones.

Mucho falta por hacer para aplicar tecnologias reproductivas en estas especies,
pero existe la gran ventaja de un amplio conocimiento en otras especies
domésticas y que pueden ser adaptadas en un corto periodo de tiempo. No
sélo la aplicacién de modernas técnicas de reproduccion asistida (inseminacién
artificial, transferencia embrionaria, fertilizacion in vitro, transgénesis, clonacion,
etc.) servira para el mejoramiento genético de los camélidos sudamericanos
domeésticos, sino también podrdn ser muy Utiles para la conservacion de las
especies silvestres y la variabilidad genética de las mismas (Huanca et al,
2007).

Uno de los objetivos de un programa de manejo reproductivo en un
establecimiento ganadero esta orientado a obtener Optimos pardmetros
reproductivos, entre ellos una reduccion de la edad al primer servicio, edad al
primer parto, intervalo parto primer servicio, intervalo parto concepcion,

intervalo entre partos, nimero de servicios por concepcion, porcentaje de
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mortalidad y aumentar las tasas de fertilidad y natalidad, buscando obtener una
maxima eficiencia para garantizar el éxito de programas de mejora genética y
retorno econémico.
La utilizacion de los antagonistas de GnRH en la reproduccién asistida esta
siendo muy bien utilizada en el ser humano para la realizacion de tratamientos
de infertilidad; en los animales domeésticos hay trabajos de investigacion
realizados principalmente en ovinos de razas europeas de ciclo estrual
estacionario, lograndose una buena produccidon de embriones de excelente
calidad. También hay trabajos en vacunos, caprinos con el mismo objetivo que
realizados en ovinos.
Al tener buena respuesta el antagonista de GnRH en otras especies es por lo
gue se plantea en este perfil de investigacion la utilizacion de antagonista de
GnRH en un protocolo de superovulacion en alpacas para poder evaluar su
eficacia en el desarrollo de foliculos.
1.2.OBJETIVOS
1.2.1. Objetivo general
Determinar el efecto de dos niveles del Ganarelix y el tipo de
induccién de superovulacion en alpacas.
1.2.2. Objetivos especificos
- Determinacién de los niveles de FSH sanguineo por efecto de
dos dosis de Ganarelix mediante la prueba de ELISA.
- Determinacion del namero de foliculos por efecto de dos dosis de
Ganarelix mediante ultrasonografia.
- Evaluacion del efecto del tipo de induccién de la ovulacion a

causa del efecto de dos dosis de Ganarelix.
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CAPITULO II

MARCO TEORICO
2.1.CONTROL NEUROCRINO DE LA REPRODUCCION
Las funciones reproductoras en las hembras se encuentran bajo el control de
una compleja interaccidbn entre hormonas hipotaldmicas, hipofisarias y
gonadales. El hipotdlamo esta considerado como un érgano final de integracion
de las informaciones del encéfalo, produce neurosecreciones, y con ayuda de
hormonas liberadoras e inhibidoras de la liberacion, gobierna la secrecion de
las hormonas adenohipofisiarias, entre las que se encuentran las hormonas
gonadotroficas, FSH y LH (Hafez et al., 2002; Arthur et al., 1991).
La GnRH regula la secrecion y liberacion de las gonadotropinas hipofisiarias
para el control de la actividad ovarica, incluyendo la secrecion de hormonas
esteroides y no esteroides y ovulacién. Se ha encontrado en muchas especies
gue la eminencia media contiene la mayor cantidad de GnRH, y es considerada
el area en la cual el péptido es almacenado en las terminaciones neuronales,
anterior a la liberacién hacia la sangre portal hipofisial (Clarke, 1987).
La liberacion de forma pulsétil de la GnRH en el hipotalamo estimula la
liberacion de FSH y LH de la hipdfisis, tal es asi que, la estimulacion coital
provoca un reflejo neuro-endocrino que activa el centro de la GnhRH,

liberandose la oleada preovulatoria de LH (Arthur et al., 1991).
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2.1.1. Dinadmica folicular

En los animales domésticos, los primeros foliculos antrales aparecen
durante el periodo prepuberal; sin embargo el desarrollo folicular completo
s6lo se observa cuando FSH y LH han alcanzado los perfiles de la hembra
adulta; asi, la FSH estimula la mitosis de las células de la granulosa y la
formacion del liquido folicular mientras que la LH actla sobre las células de
la teca para producir testosterona que pasa a la granulosa para
transformarse en estradiol 17b (Hafez, 1996).

En el desarrollo de foliculos dominantes pequefios, ademas de
gonadotropinas, interviene la regulacién paracrina de los factores FGF
(factor de crecimiento fibroblastico), EGF (factor de crecimiento epidérmico)
y el IGF (factor de crecimiento semejante a insulina) con influencia directa
en el desarrollo folicular al promover la proliferacion de las células de la
granulosa (Monniaux et al., 1997). Es asi que la IGF-1 cumple un rol
fundamental en el reclutamiento y la seleccion del foliculo dominante, lo que
favorece al aumentar la aromatizacion inducida por la FSH en las células de
la granulosa, que lleva al aumento paulatino de estradiol en el foliculo
dominante (Steinkampf et al., 1998).

Monniaux et al. (1997) sugieren que el desarrollo de foliculos dominantes
terminales es dependiente de gonadotropinas, caracterizado por un
incremento en la sensitividad a la FSH, lo que probablemente resulta de un
sistema intrafolicular que involucra al estradiol y a los IGFs.

Por lo mencionado anteriormente, las concentraciones de IGFs se
incrementan marcadamente en foliculos grandes durante su desarrollo

terminal, debido a que se considera que so6lo foliculos maduros, con
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concentraciones altas de estradiol e IGFs, seran capaces de desarrollarse
frente a concentraciones bajas de FSH; asimismo, concentraciones altas de
inhibina en el foliculo dominante pueden incrementar el estimulo de la LH a
la produccion androgénica por células de la teca, contribuyendo con un
aumento de la sintesis de estradiol por las célula de la granulosa, que tiene
como consecuencia, la maduracién sostenida de dicho foliculo (Monniaux et
al., 1997).

Anderson (1997) demostr6 que factores de crecimiento folicular
contrarrestarian a factores que inhiben el crecimiento de la célula y que
promueven la apoptosis. Asi el IGF-linhibiria la apoptosis en células de la
granulosa de foliculos dominantes tempranos y preovulatorios (Chun et al.,
1996); mientras que la IGFBP-3, que tiene un efecto antagonista a la FSH,
inhibiria a la IGF-1. (Ling et al., 1993). Sin embargo, las gonadotropinas
actuarian inhibiendo la apoptosis en células de la granulosa al reducir la
expresion de la IGFBPs e incrementar la expresion de la IGF-1 (Hammond et
al., 1991).

En los camélidos sudamericanos, a diferencia de los animales de ovulacion
espontanea, se observa el desarrollo de ondas foliculares ciclicas,
relacionado con el crecimiento, maduracion y atresia del foliculo dominante
(Bravo y Sumar, 1989). En llamas, la onda folicular dura entre 11 y 12 dias
donde los foliculos tardan en promedio 4 (3-5) dias para alcanzar el tamafio
ovulatorio, otros 4 dias (2-8) manteniéndose del mismo tamafio y luego 4
dias (3-5 dias) donde se atresian y disminuyen su tamafo (Bravo et al.,
1990b), similares resultados se han reportado en alpacas (Bravo y Sumar,

1989); sin embargo Aba et al. (2000) mencionan un largo de onda folicular
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de 22 dias. Por otro lado, la duracion del intervalo entre ondas es de 20 y 15
dias en llamas no prefiadas y prefiadas respectivamente (Adams et al.,
1990a), mientras que Aba et al. (2000) reportan un intervalo interonda de 18
dias. En alpacas Vaughan et al. (2000), encontraron que la duracion del
intervalo interondas depende del tamafio del foliculo dominante al momento
de la cépula, siendo el promedio de 15.8 — 0.6 dias.

Las ondas foliculares se dan de manera alternada en ambos ovarios en un
81 % (Bravo et al., 1990b); en donde uno de los ovarios presenta foliculos de
tamafo ovulatorio mientras que en el otro van creciendo otros foliculos que
rapidamente adquiriran el tamafio ovulatorio cuando en el anterior se
vuelvan atrésicos, explicAandose con esto, los largos periodos de aceptacion
de la hembra frente al macho (Bravo y Sumar, 1985). La receptividad se
observa cuando el foliculo tiene diametro = 6mm (Bravo y Sumar, 1989).

El crecimiento del foliculo dominante (> 6mm) esta relacionado con la
regresion de los foliculos subordinados, estando la inhibina relacionada con
la inhibicién de los foliculos pequefios (Adams et al., 1990a; Bravo et al.,
1990b). Si no ocurre copula el foliculo dominante se atresia y el nuevo
foliculo dominante puede ser reconocido 2 a 3 dias después de que se da el
descenso de tamarfio del foliculo dominante presente inicialmente (Bravo et
al., 1990b). Sin embargo, después de la copula, de la ovulacién y de la
formacion del cuerpo luteo, se produce la emergencia de una nueva onda
folicular, con presencia de un foliculo dominante que no llega a ovular y
posteriormente regresiona (Arainga, 2002). A partir del dia 8 post monta los

niveles de estradiol empiezan a elevarse alcanzando su pico (11+2 pmol/L)
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entre los dias 11 y 13 en llamas, lo que estaria relacionado con la presencia
de un foliculo preovulatorio en este periodo (Aba et al., 1995).

2.1.2. Fisiologia de la funcién ovéarica en hembras empadradas que no

lograron ovular.

La ecografia ovarica realizada en hembras adultas de las diferentes
especies de camélidos, llamas (Adams et al, 1989), alpacas (Vaughan et al,
2004) y vicuias (Aguero et al, 2001; Miragaya et al, 2004), indican que en
ausencia de copula los animales muestran oleadas de crecimiento folicular
de manera continua, de manera similar a lo observado en otras especies
doméstica. Pero, a diferencia de otras especies, en ausencia de copula no
se produce la ovulacion ni la formacion de un cuerpo lateo, de tal forma que
al final de la oleada de crecimiento se produce atresia del foliculo dominante
(Sumar, 2000). Por lo tanto, en los camélidos resulta mas adecuado utilizar
el modelo de crecimiento folicular en oleadas que el del ciclo estral.

Ademds, se ha comprobado la existencia de una correlacion negativa entre
el numero de foliculos antrales presentes en el ovario y el diametro que
alcanza el foliculo de mayor tamafio (Adams et al, 1989; 1990; Aguero et al,
2001, Miragaya et al, 2004; Vaughan et al, 2004). El reclutamiento o
emergencia de la oleada se caracteriza por el crecimiento de un grupo de
foliculos antrales de 2 a 3 mm hasta alcanzar un diametro de 4 a 5 mm. A
partir de este momento se establece la seleccién, que permite que uno de
los foliculos continte creciendo, mientras que el resto sufre atresia (Adams
et al, 1989). El foliculo dominante inhibe el crecimiento folicular en ambos
ovarios, probablemente, a través de la secrecion de inhibina (Tibary, 2001b;

Tibary y Memon, 1999).
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La velocidad de crecimiento folicular varia en las diferentes especies de
camélidos siendo 0,5-0,8 mm/dia en llamas (Adams et al, 1989; 1990), 0,43
mm/dia en alpacas (Vaughan et al, 2004) y 1,8 mm/dia en vicuiias (Aglero
et al, 2001; Miragaya et al, 2004). La evolucién folicular puede ser dividido
en tres fases, fase de crecimiento, fase de madurez, momento en el que se
alcanza el diametro de foliculo preovulatorio (7—-12 mm), y la fase de
regresion, siendo la duracion media de cada una de ellas de 4 dias en la
alpaca (Bravo y Sumar, 1989). Los datos obtenidos en las llamas son muy
similares: fase de crecimiento 4,8 dias, fase de madurez 5,0 dias y fase de
regresion 4 dias (Bravo et al, 1990a). No obstante el periodo de
supervivencia del foliculo dominante muestra grandes variaciones de unas
oleadas a otras. En las llamas y las alpacas no se ha demostrado la
existencia de una asociacion temporal entre la elevacion de los niveles de
FSH vy el inicio de la oleada de crecimiento folicular, tal y como se ha descrito
en los bovinos (Adams, 1999), por lo que es necesario realizar nuevos
estudios utilizando meétodos mas sensibles para conocer mejor los
mecanismos que regulan el reclutamiento en estas especies. Durante la
lactacion el intervalo entre oleadas de crecimiento folicular se reduce y
también lo hace el didmetro maximo alcanzado por el foliculo dominante,
probablemente, sea una consecuencia del efecto de los elevados niveles de
prolactina (Adams et al, 2000).

Algunos autores observaron que los foliculos dominantes se distribuyen de
forma homogénea entre ambos ovarios (Adams et al, 1992b; Bourke et al,
1992b; Bravo et al, 1990b; 1995a; 1995c, Bravo y Sumar, 1989; Fernandez

Baca et al, 1970b; San Martin et al, 1968; Vaughan et al, 2003), pero otros
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indican que el numero de foliculos presentes en el ovario izquierdo es
ligeramente superior al del derecho (Del Campo et al, 1996a). No obstante,
no siempre se produce alternancia entre ambos ovarios de una oleada a otra
(Adams et al, 1990; Bourke et al, 1992b; Vaughan et al, 2004). La presencia
de un cuerpo luteo en el ovario, sea de ciclo o de gestacién, no afecta al
numero de foliculos en crecimiento (Del Campo et al, 1996a).

Al cabo de 2 a 3 dias del inicio de la atresia del foliculo dominante se inicia
una nueva oleada de crecimiento folicular (Vaughan, 2001a) y en ocasiones
se puede producir la coexistencia de dos foliculos dominantes, uno en
crecimiento y otro en regresion (Adams et al, 1990). Desde el momento en el
gue se establece la seleccion el crecimiento folicular esta regulado por la
secrecion de LH, por ello, los cambios en la concentracion de progesterona
como consecuencia de la ovulacién o de la gestacion reducen el intervalo
entre oleadas y el tamafio maximo alcanzado por el foliculo dominante
(Adams et al, 1990). Sin embargo, en las hembras que no ovulan también se
produce la regresion del foliculo dominante, lo que podria indicar que en
estas especies existen mecanismos de regulacion intraovaricos capaces de
controlar la vida del foliculo dominante.

En los camélidos se ha descrito la presencia de foliculos quisticos (Bravo,
1997; Sumar, 1983) y hemorragicos (Adams et al, 1991b; Tibary y Anouassi,
1997). Ambas estructuras presentan numerosas similitudes y algunas
diferencias, pero se desconocen sus efectos sobre la funcion reproductiva.

El intervalo entre la emergencia de dos oleadas de crecimiento folicular
consecutivas difiere en las distintas especies de camélidos siendo de 12 a

16 dias en alpacas (Vaughan et al, 2004), 18 dias en llamas (Adams et al,
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1990; Chéavez et al, 2002) y 4 dias en vicufias (Aguero et al, 2001; Miragaya
et al, 2004). No obstante, Bravo y Sumar (1989) y Bravo et al (1990b)
observaron que el intervalo entre la presencia de dos foliculos dominantes
sucesivos era de 11-12 dias tanto en alpacas, como llamas. La duracion del
intervalo entre dos oleadas podria variar con la localizacion geografica, la
estacion del afo, la situacion fisioldgica de la hembra, el método de examen
y el nimero de animales incluidos en el disefio experimental.

El diametro maximo alcanzado por el foliculo dominante es de 8 a 12 mm en
las alpacas (Bravo y Sumar 1989; Vaughan et al, 2004) y de 9 a 16 mm en
llamas (Adams et al, 1990). Esto podria explicar parcialmente las diferencias
observadas entre ambas especies en la duracion del intervalo entre dos
oleadas consecutivas (Vaughan et al, 2004; Adams et al, 1990). No
obstante, no explica el corto intervalo entre oleadas observado en las
vicufias (Miragaya et al, 2004), en las cuales el diametro maximo del foliculo
dominante, 6 a 11 mm, es muy similar al de las alpacas.

Cuando los foliculos anovulatorios alcanzan un elevado tamafio su
persistencia se prolonga, lo que podria indicar que se trata de foliculos
quisticos o hemorragicos. Asi, se ha comprobado que los foliculos quisticos,
cuyo diametro es superior a los 12 mm, pueden mantenerse entre 17 y 31
dias (Bravo et al, 1993), y que los foliculos hemorragicos, con un diametro
superior a los 13 mm, se mantienen en el ovario 25 dias o0 mas (Adams et al,

1991b).
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2.1.3. Fisiologia de la funcion ovarica de hembras empadradas que no
prefiaron.

Los camélidos son especies de ovulaciéon inducida, por lo que, las hembras
necesitan estimulacién coital para que se produzca la ovulacién del foliculo
dominante y la formacion de un cuerpo luteo (England et al, 1969;
Fernandez-Baca et al, 1970a; Ledn et al, 1990; Rodriguez, 1959; San Martin
et al, 1968). La elevacion de los niveles de estradiol asociada al crecimiento
folicular no es suficiente para provocar la descarga preovulatoria de LH
(Bravo et al, 1990b). Algunos estimulos fisicos, auditivos, olfatorios o
visuales pueden inducir la ovulacion, pero su efectividad es
considerablemente inferior a la de los estimulos coitales. En estas
circunstancias se habla de ovulaciones espontaneas, siendo su presentacion
inferior al 5-10% y observandose preferentemente durante el postparto
(Fernandez-Baca et al, 1970; Bravo et al, 1989).
El primer incremento significativo de los niveles plasmaticos de LH se
produce entre 15 y 40 min después del inicio del coito, como consecuencia
de un reflejo neuroendocrino (Spies et al, 1997). Los estimulos neuronales
gue desencadenan dicho reflejo se han relacionado con la estimulacién
peniana del cérvix, los sonidos emitidos por el macho y el contacto fisico
(Bravo, 1994; Fernandez-Baca et al, 1970a) y recientemente, con la
presencia en el semen de un factor inductor de la ovulacion (Adams y Ratto,
2001; Chen et al, 1985). En un estudio realizado por Fernandez-Baca et al
(1970a) se demostro que la copula con machos enteros o vasectomizados
provocaba la ovulacion 77-82%, mientras que en los casos en los que se

producia la monta sin intromision el niumero de ovulaciones eran muy bajo.
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El pico de LH se presenta a las 2 6 3 horas de la monta, retornando a niveles
basales al cabo de 7 a 12 horas de la misma (Aba, 1998; Aba y Forsberg,
1995; Aba et al, 1995; 1999; Bravo et al, 1990a; 1991b; Bravo et al, 1992).

La descarga de LH como respuesta a la copula esta condicionada por el
tamafio del foliculo dominante (Bravo et al, 1991b). Cuando los foliculos
tienen un diametro entre 4 y 5 mm, la cantidad de LH secretada es muy
inferior y no se produce la ovulacion. Esta situacién parece ser consecuencia
de que los foliculos de pequefio tamafio no son capaces de producir
suficiente cantidad de estradiol para sensibilizar al eje hipotalamo hipofisario
(Bravo et al, 1991b). Sin embargo, Aba y Forsberg (1995a), no encontraron
ninguna correlacion entre los niveles plasmaticos de estradiol (rango 5 a 41
pmol/l) y la cantidad de LH liberada en respuesta a la administracion de
GnRH (0.2 ng/kg de peso vivo) en alpacas y llamas.

Para que se produzca la ovulacibn como respuesta al coito es necesario que
el foliculo dominante tenga un didmetro superior a los 6 mm y se encuentre
en fase de crecimiento (Adams et al, 1990), cuando el diametro folicular es
menor o el foliculo se encuentra en regresion, no se produce la ovulacién
(Bravo et al, 1991b).

La existencia de cépulas repetidas en un intervalo de 6 a 24 h no determina
un incremento significativo en la amplitud de la descarga preovulatoria de LH
(Bravo et al, 1992). Por ello, estos autores sugieren que el eje hipotdlamo-
hipofisario podria manifestar un periodo refractario, que posiblemente seria
consecuencia de la deplecién de LH hipofisaria o de una disminucién en el

namero de receptores hipofisarios para la GnRH. England et al (1969)
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observaron que el contenido hipofisario en LH era bajo a los 4 dias del coito
y que sus niveles se recuperaban a los 8 dias del mismo.

El intervalo entre la cépula y la ovulacién es aproximadamente de 30 h
(rango de 24 a 48 h) en la alpaca y la llama (Adams y Ratto, 2001; Huanca
et al, 2001; San Martin et al, 1968). Adams et al (1990) observaron que el
intervalo entre la copula y la ovulacion es bastante constante en las llamas,
de tal forma que el 96% de los animales ovularon en el transcurso del
segundo dia posterior al coito y solamente un 4% lo hizo en el tercer dia. No
se ha observado ninguna influencia del tamafio del foliculo dominante en el
intervalo cépula-ovulacion (Adams et al, 1990; Sumar et al, 1993a).

Sin embargo, se ha comprobado que la velocidad de crecimiento del foliculo
dominante desde la monta hasta la ovulacion depende del tamafio del
mismo. Cuando su diametro estaba comprendido entre 7 y 9 mm su
crecimiento fue de 0,6 a 1 mm/dia, mientras que los foliculos con un
diametro entre 10 y 12 mm solamente crecian 0,2 mm/dia (Adams et al,
1990).

Las ovulaciones tienen lugar en ambos ovarios con una frecuencia similar, a
pesar de que la mayor parte de las gestaciones se localicen en el cuerno
izquierdo (Bravo et al, 1993; 1995c; Fernandez-Baca et al, 1970a; 1973). En
estas especies las ovulaciones multiples son muy raras y su frecuencia esta
comprendida entre el 5 y 15% (Bravo et al, 1993; Fernandez-Baca et al,
1970a).

La descarga preovulatoria de LH altera la estructura y funcién del foliculo
preovulatorio antes de que se produzca la ovulacion, provocando la

maduracion del ovocito, la expansion de las células del cimulo y la ruptura
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de la pared folicular (Khatir et al, 2004; 2005). Ademas, se produce un
cambio en la secrecidon de esteroides, observandose un aumento de los
niveles de estradiol tras la descarga de LH (Vivanco et al. 1985), pasando de
100-200 pgr/ml a mas de 700 pgr/ml (Sumar, 1996), para descender
posteriormente a partir de las 18 horas de la cépula (Bravo et al, 1990a).

La ovulacién espontanea, definida como la ruptura del foliculo y formacién
de un cuerpo lateo en ausencia de un estimulo coital, es poco frecuente,
aunque un estudio realizado en alpacas sefiala que se produce en el 3,5%
de los foliculos mayores de 6 mm (Bravo y Sumar, 1989). Esta situacion
tiene lugar cuando existe contacto fisico con machos o hembras, en
situaciones en las que existe estrés asociado al manejo y durante la
manipulacion del tracto genital o la ecografia transrectal (Bourke et al,
1995a; Chaves et al, 2002; Ratto et al, 1997; Sumar, 1994). En algunos
estudios en los que se aplicé la laparoscopia, se observé la luteinizacion de
los foliculos sin que existiera ovulacién previa (Bravo y Sumar, 1989; Pollard
et al, 1994; Tibary y Memon, 1999)

2.1.4. Ovulacion

La ovulacion en animales domésticos ocurre en respuesta multiples
mecanismos y factores fisioldgicos, como la posible accion de
prostaglandinas estimulando las contracciones ovaricas y activando
fibroblastos tecales los que liberan enzimas proteoliticas que digieren la
pared folicular y la lamina basal del ovario (Hafez, 1996). Murdoch (1995),
reporta que cuando se acerca el momento de la ovulacion, se produce un

incremento progresivo de las células apoptésicas en la superficie del ovario,
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tunica albuginea y pared apical del foliculo, que junto a los otros factores
neuroendocrinos terminarian por producir la ovulacion.

En los camélidos sudamericanos la ovulacion depende del estimulo coital y
ocurre 26 horas post copula en alpacas (San Martin et al, 1968; Fernandez
Baca et al, 1970b) 6 24-30 horas después de la inyeccion de LH (1 mg),
GnRH (4-8 ug) y hCG (500-700 Ul) por induccién artificial (Aller et al., 1999;
Huanca et al., 2001; Sumar, 1981; Sumar, 1993; Fernandez Baca et al.,
1970b).

Una proporcion variable de hembras (10-20%) no llega a ovular en
respuesta a uno 0 mas servicios, ya sea con macho entero o vasectomizado;
es probable que estas fallas ovulatorias se deban a variaciones en el estadio
de desarrollo folicular (Novoa, 1992). Por el contrario estudios hechos por
Sumar et al. (1987a) demuestran que contactos ligeros entre machos y
hembras, junto a estimulos visuales, olfatorios y auditivos pueden ser
responsables de supuestos casos de ovulacion espontanea, siendo alta la
incidencia (42%) en el apogeo de la estacion sexual de Diciembre a Marzo.
Estudios posteriores hechos por Adams et al. (1990a) en llamas reportaron
un 9 a 15 % de ovulacién espontanea.

Se ha estudiado la relacion entre duracion de la cépula y momento de la
ovulacion determinandose que hembras con mayor duracion de copula (> 15
minutos) son las que presentan mayores porcentajes de ovulacién (Vivanco
et al., 1985).

Rios et al. (1985), colocaron semen completo de alpaca en el fornix vaginal
de hembras receptivas, lo cual indujo la ovulacién en 53% de ellas; luego

obtuvo 66% de ovulacién al colocar semen del toro también sobre el fornix
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vaginal de hembras alpacas,; resultados que indicarian que el semen de
alpaca y del toro tendrian un factor de induccién de la ovulacion.

Estas observaciones y otras mas, nos indican que estimulos diferentes
resultan también en diferentes niveles de respuesta, en relacion al namero
de hembras que ovulan (Fernandez Baca et al., 1970b; Sumar, 1993).

La ovulacién se produce por el estimulo nervioso que se produce en la
vagina durante la copula, el cual va al hipotdlamo para liberar la GhRH que
actia sobre la adenohipdfisis estimulando la secrecién de LH (Fernandez
Baca et al., 1970b). Se ha observado un significativo incremento de
concentraciones de LH plasmatica, quince minutos después de iniciada la
copula en llamas, con el pico preovulatorio de LH a las 2 horas post coito (3-
8ng/ml) volviendo a niveles basales (0.96ng/ml) 7 horas post coépula;
mientras que niveles de estradiol 17 & se mantuvieron iguales a las 18 horas
post servicio, declinando a las 22 horas y cayendo significativamente a las
48 horas post copula (Bravo et al., 1990a).

2.1.5. Actividad luteal

El cuerpo luteo se desarrolla en el ovario a los 5 dias de la copula (2 a 4 dias
después de la ovulacién), localizandose en el punto de ovulacion (Adams et
al, 1989; 1990; 1991a; Sumar y Bravo, 1991), observdndose una elevacion
de los niveles de progesterona entre 4 y 6 dias después del coito (Aba et al,
1995a; Sumar y Garcia, 1986). El cuerpo Iiteo alcanza su tamafio maximo
(10 a 15 mm) entre 8 dias después del coito, coincidiendo con los niveles
maximos de progesterona (Aba et al, 1995a; Adams et al, 1991a). A partir de
los 4 dias de la ovulacion puede visualizarse el cuerpo Iiteo con relativa

facilidad utilizando ecografia transrectal y aparece como una estructura de
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ecogenidad media con una zona central muy ecogénica. Algunos cuerpos
liteos presentan una cavidad central, no ecogénica, repleta de liquido cuyo
didmetro oscila entre 3 a 8 mm (Adams et al, 1991a). En ausencia de
gestacion la vida del cuerpo Iuteo es muy corta, 8 a 9 dias, al cabo de los
cuales se inicia su regresion, reduciéndose su didmetro a la mitad a los 12
dias del coito, al tiempo que desciende la secrecibn de progesterona,
alcanzando su nivel mas bajo en los dias 14 6 15 (Adams et al, 1989; 1990;
1992b; Fernandez-Baca et al, 1970a; Sumar y Bravo, 1991; Sumar et al,
1988a). Cuando no existe gestacién, las hembras vuelven a mostrar
receptividad sexual 12 a 14 dias después de la ultima copula.
2.2.FISIOLOGIA OVARICA
2.2.1. Control de la dinamica de crecimiento folicular
Los camélidos sudamericanos se caracterizan por ser especies de ovulacion
inducida, siendo necesario que se produzca la copula para que tenga lugar
la descarga de LH desencadenante de la ovulacion. Por ello, en ausencia del
estimulo desencadenante de la ovulacién, se producen sucesivas oleadas
de crecimiento folicular, maduracion y regresion (Vaughan y Tibary, 2006).
La sincronizacion de las oleadas de crecimiento folicular se realiza con tres
objetivos:
- Asegurar la presencia de un foliculo preovulatorio en el momento de la
monta o de la inseminacion artificial.
- Asegurarnos de que un tratamiento superovulatorio se inicia durante el
comienzo de una oleada de crecimiento folicular y en ausencia de un foliculo

dominante.
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- Sincronizar el ciclo de la hembra donante y las receptoras en un programa
de transferencia de embriones.

La progesterona y los progestagenos han demostrado ser bastante eficaces
en el control y sincronizacion de las oleadas de crecimiento folicular en
diferentes especies (Lauderdale y Zimbelman, 1974). La progesterona
secretada durante una fase luteal o durante la gestacion altera la dinamica
de crecimiento folicular, reduciendo el tamafio alcanzado por el foliculo
dominante y acortando la duracion de la oleada en las llamas (Adams et al,
1990). Diversos autores han investigado la posibilidad de inducir y
sincronizar el inicio de una oleada de crecimiento folicular utilizando
progesterona o progestagenos, bien solos o combinados con estrogenos.

La administracibn de 50 mg diarios de progesterona durante 13 dias
consecutivos, altera la dinamica de crecimiento folicular y provoca el inicio
de una nueva oleada a los 7 dias de finalizar el tratamiento (Alberio y Aller
1996). Otros autores han comprobado que la administracion conjunta de 25
mg de progesterona y 1 mg de 17 b-estradiol provocan un efecto similar,
apareciendo un nuevo foliculo dominante a los 7,7+ 0,5 dias de la conclusion
del tratamiento (Ratto et al, 2003). La aplicacibn de dispositivos
intravaginales impregnados con 0,33 g de progesterona (CIDR) durante 7
dias provoco la supresion del crecimiento folicular por encima de los 7 mm y
la aparicion de una nueva oleada de crecimiento folicular a los 5,0 = 1,0 dias
de la finalizacion del tratamiento (Chaves et al, 2002). Mientras que el
tratamiento durante 9 dias con esponjas intravaginales impregnadas con
diferentes cantidades de acetato de medroxiprogesterona produjo resultados

variables (Aba et al, 1999b; Ferrer et al, 1999).
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Solamente existe un estudio en el que se haya utilizado Gnicamente estradiol
para el control de la dinamica de crecimiento folicular en alpacas (D’Occhio
et al, 1997). La administracion de una dosis de 0,5 0 2 mg indujo regresion
del foliculo dominante y una nueva oleada de crecimiento folicular con el
desarrollo de un nuevo foliculo preovulatorio al cabo de 10 a 12 dias del
tratamiento.

Otro método utilizado para la sincronizacién de las oleadas de crecimiento
folicular se basa en la induccion de la ovulacion del foliculo dominante
administrando LH, lo que permite el desarrollo de un nuevo foliculo
dominante al cabo de 5,2 + 0,5 dias de tratamiento (Ratto et al, 2003).
Recientemente, se ha comprobado que la ablacién de los foliculos cuyo
didmetro supera los 5 mm permite sincronizar las oleadas de crecimiento
folicular. Esta técnica se basa en la eliminacion del efecto inhibidor del
foliculo dominante, por lo que su eliminacién permite la emergencia de una
nueva oleada de crecimiento folicular y el desarrollo de un nuevo foliculo
dominante al cabo de 5,0 = 0,5 dias (Ratto et al, 2003). No obstante, este
meétodo es invasivo, puede provocar hemorragias y no resulta de facil
aplicacién en condiciones de campo.

2.2.2. Induccién de la ovulacion

Para inducir la ovulacion en las alpacas y las llamas se recurre a la
administracion de hormonas con actividad de LH. La mas comunmente
utilizada es la Gonadotropina Corionica humana hGC, a unas dosis que
varian desde 10 a 1 600 U.l. En el caso de las alpacas son suficientes 750
Ul de hCG para inducir ovulacion en la mayor parte de los animales (San

Martin et al, 1968; Fernandez-Baca et al, 1970a; Bourke et al, 1995a).
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Existen algunos estudios en los que se ha comprobado que la administracion
de GnRH, es eficaz para provocar la liberacion endoégena de LH (San Martin
et al, 1968; England et al, 1969; Fernandez Baca et al, 1970a; Adan et al,
1989; Bourke et al, 1992b; 1995a; Bravo et al, 1992). Sin embargo, para que
esta hormona sea capaz de inducir la ovulacibn es necesario utilizar
concentraciones superiores a los 1000 ug (Bravo et al, 1992, Huanca et al,
2001).

Cuando se emplean analogos sintéticos de la GnRH, como la buserelina, las
dosis necesarias para inducir la ovulacidon son notablemente inferiores (8 ug)
(Bourke et al, 1992b; 1995a). La ovulacién se produce generalmente a las 26
h de la inyeccién de hCG (San Martin et al, 1968; Novoa, 1970) y a las 28 h
de la aplicacion de GnRH (Bourke et al, 1992b).

La estacion del afo influye significativamente en la respuesta a los productos
administrados. Asi, durante el mes de enero se puede provocar la ovulacion
con dosis reducidas de hCG (250-500 Ul), mientras que durante los meses
de abril y mayo es necesario emplear concentraciones superiores (England y
Foote, 1969). No obstante, para conseguir que se produzca la ovulacion
entre el 90 y el 100% de los animales es necesario utilizar dosis
comprendidas entre las 500 y 750 Ul (Adams et al, 1989).

La respuesta a la GnRH, est4 condicionada por los niveles endégenos de
estrogenos y el grado de desarrollo del foliculo dominante. Por ello algunos
autores son capaces de inducir la ovulacién con 750 pg de GnRH (Correa et
al, 1997), mientras que otros indican que son necesarios 1000 pg (Bravo et
al, 1992). Para que se produzca la ovulacién en las alpacas y las llamas, el

foliculo dominante debera haber alcanzado un diametro superior a los 7 mm
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y estar en fase de crecimiento. Cuando los foliculos son de menor tamafio
no se produce la ovulacion y si el foliculo dominante est4d en fase de
regresion se produce la luteinizacion del mismo (Bravo et al, 1991).

La estimulacion mecanica de la vagina y el cérvix no induce la ovulacion en
los camellos, los dromedarios y las alpacas (Bravo et al, 2000),
Posteriormente se ha comprobado que la inyeccién intramuscular de plasma
seminal provoca la ovulacion en llamas y alpacas (Sumar et al, 1986; Adams
et al, 2001). En base a los resultados se puede sefialar que la administracion
intramuscular de plasma seminal de llama, alpaca y en menor grado de toro,
induce la ovulacién en las llamas hembras y favorece la formacién de un
cuerpo luteo de caracteristicas propias de la especie (Lopez et al, 2006).
Chen et al. (1985) reportan la ocurrencia de ovulacion en camellos
bactrianos al depositar semen del camello en la Vagina en ausencia de la
copula. Igualmente, Rios (1989) Menciona similares resultados en camélidos
sudamericanos y sugiere la presencia de un factor presente en el plasma
seminal de alpacas que es capaz de inducir la ovulacion. Ello ha llevado a la
identificacion de una proteina, denominada factor inductor de la ovulacion,
presente en el semen de los camélidos. Segun Pan et al. (2001), este factor
es comun en camellos bactrianos y en el toro, y su composicion quimica
difiere de la forma nativa de LHRH, LH, HCG, PMSG y PGF, y es semejante
a la actividad del GnRH, el cual estimula la liberacion de LH y FSH de la
pituitaria induciendo la ovulacién.

Sin embargo, no existen estudios concluyentes que reporten la induccion de

la ovulacibn con plasma seminal de camélidos sudamericanos.
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2.3.SUPER ESTIMULACION OVARICA

La super estimulacién ovarica consiste en inducir el crecimiento, maduracion y
ovulacion de un gran numero de foliculos de manera simultdnea. Sin embargo,
los camélidos presentan algunas diferencias fisioldégicas respecto a otras
especies domésticas a tener en cuenta al aplicar estos tratamientos:

- Estas especies no presentan fases luteales espontaneas.

- El foliculo dominante permanece activo durante periodos prolongados en las
hembras no gestantes.

Para que los tratamientos hormonales de estimulacion ovarica consigan los
objetivos marcados es necesario iniciarlos durante una fase luteal y en
ausencia de un foliculo dominante (Bourke et al, 1995a; Monniaux et al, 1983).
En un estudio realizado por Velasquez et al (1999), se evalud el efecto de la
eCG durante la fase folicular y luteinica, comprobandose que la efectividad era
mayor cuando se aplicaba en la segunda etapa del ciclo. Asi, al aplicar la
hormona durante la fase folicular se obtuvieron 8,2+2,3 cuerpos luteos,
mientras que al hacerlo durante la fase luteal el nimero medio de cuerpos
luteos fue de 17,848,3. Los tratamientos sUper ovulatorios se basan en la
administracion de gonadotropinas (gonadotropina coriénica equina —eCG- o de
hormona foliculo estimulante —FSH-) tras la sincronizacién de la oleada de
crecimiento folicular durante una fase luteal natural (obtenida mediante la
induccién de la ovulacion) o una fase luteal artificial (mediante la administracion
exdgena de progesterona). Para garantizar la ausencia de un foliculo
dominante se recurre a la exploracion ecografica del ovario o a la eliminacién

del mismo.
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La estimulacion hormonal del ovario incrementa el numero de foliculos
reclutados al comienzo de cada oleada de crecimiento folicular. Sin embargo,
cuando los foliculos son reclutados mediante este procedimiento su velocidad
de crecimiento es mayor y la maduracion de los ovocitos se acelera, lo que
provoca que algunos de los ovocitos liberados muestren diversos grados de
inmadurez nuclear o citopldsmica que pueden repercutir negativamente en la
fecundacion y al desarrollo embrionario (Sirard et al, 1992). Estos factores, asi
como el efecto de los tratamientos sobre el transporte de gametos, no han sido
evaluados en los camélidos sudamericanos.
2.3.1. Super estimulacion ovarica durante la fase de receptividad
sexual
Los tratamientos de superestimulacion ovarica se han llevado a cabo,
también, en llamas y alpacas durante la fase folicular, iniciando la
administracion de hormonas cuando las hembras presentaban
comportamiento de celo durante varios dias consecutivos (Correa et al,
1997; Ratto et al, 1997, Velasquez y Novoa, 1999; Huanca et al, 1999).
Correa et al (1997) compararon los resultados obtenidos al administrar pFSH
(220 mg en dosis decrecientes), eCG (500 Ul) o la combinacion de eCG y
pFSH (500 Ul y 156 mg). Los mayores porcentajes de ovulacion se
obtuvieron en los animales tratados con pFSH en dosis decrecientes (7,3 +
3,1), mientras que en los animales tratados con eCG sola o combinada con
pFSH se observaron numerosos foliculos con un diametro superior a los 10
mm en el momento del lavado del Gtero. Estos resultados demostraban que
se puede lograr una respuesta ovarica satisfactoria administrando el

tratamiento hormonal durante el estro conductual y que FSH resulta mas
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eficaz que la eCG para inducir la superovulacion (Correa et al, 1997). Por su
parte, Ratto et al, (1997) utilizaron multiples dosis de pFSH (un total de 200
mg repartidos en 5 dias), observando que retrasando la monta con respecto
al final del tratamiento hasta las 36 horas se produce un incremento de la
respuesta ovéarica (niumero medio de cuerpos luteos 13,8+ 2,7), pero el
numero de embriones recuperados no se veia incrementado.

El incremento de la dosis de gonadotropinas produce mayor respuesta
ovarica, pero no permite incrementar el nUmero de embriones recuperados,
lo que sugiere la existencia de interferencias en el transporte de los
gametos.

En un estudio realizado en alpacas por Huanca et al (1999), se aplicaron dos
protocolos de tratamiento, iniciando ambos durante la etapa de receptividad
sexual. El primero de ellos (T1) consistié en administrar 750 Ul de hCG el
dia 0, seguido de 300 Ul de eCG durante tres dias consecutivos (d8, d9,
d10), finalmente se inyectaron 750 Ul de hCG en el dia 11, para inducir la
ovulacion. El segundo tratamiento (T2) consistio en administrar 300 Ul eCG
durante tres dias consecutivos (d8, d9, d10). En ambos grupos se
practicaron dos montas con machos fértiles. A los 7 dias se evalud la
respuesta ovarica, pudiéndose observar que el nimero de cuerpos IUteos en
los ovarios derecho e izquierdo era mayor en el grupo T1 (4,1+1,7 y 3,6£2,1)
qgque enel T2 (2,0+2,2 y 1,6+1,7 respectivamente). Por el contrario, el nUmero
de foliculos con un diametro superior a 10 mm fue inferioren el T1 (2,3£1,9y
1,7£1,5) que en el T2 (4,4+2,5 y 3,8£3,1), de tal forma que el primero de los

tratamientos permitio obtener una mejor respuesta ovulatoria en las alpacas.
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Otro protocolo aplicado en alpacas durante la época de receptividad sexual
consistié en administrar 250 Ul de eCG y una pequefia dosis de pFSH (dosis
total 8,75 mg) en cantidades de decrecientes mediante inyeccién en la
submucosa vulvar, obteniendo 4,75 embriones por hembra tratada
(Palomino, 1986). La utilizaciébn de esta ruta de administracion dificulta la
comparaciéon de estos resultados con los obtenidos en otros estudios.
La respuesta de las alpacas a un tratamiento superovulatorio aplicado
durante el periodo del celo es mayor cuando los animales han desarrollado
un cuerpo luteo en el ciclo anterior (Leyva et al, 1999a). Este hecho podria
indicar que la progesterona endoégena aumenta la sensibilidad del eje
hipotalamo-hipofisiario, favoreciendo la secrecion de gonadotropinas (Leyva
et al, 1999).
Novoa et al (1999) indican que las dosis de eCG entre 500 y 750 Ul y de
hCG de 750 Ul, son las apropiadas para inducir la ovulacién mdultiple en
alpacas, tanto en cantidad como en consistencia suficiente para cosechar y
difundir material genético deseado.

2.4. HORMONAS UTILIZADAS PARA INDUCIR LA SUPEROVULACION EN

CAMELIDOS SUDAMERICANOS (CSA)

2.4.1. FSH.
La hormona estimulante del foliculo (también llamada hormona foliculo-
estimulante, abreviada como FSH) es unahormona gonadotropina
sintetizada y secretada por las células gonadotropas en la glandula pituitaria
anterior. La FSH regula el desarrollo, el crecimiento, la maduracion en la
pubertad y los procesos reproductivos del cuerpo. La FSH y la hormona

luteinizante (LH) actian de forma sinérgica en la reproduccion. (Perez, G.)
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La FSH es una hormona glucoproteica cuyo peso molecular es de 37.300
Daltons (Grimek et al, 1979). Esta compuesta por dos subunidades, una
subunidad a que es estructuralmente similar a la LH que contiene 92
aminoacidos y una subunidad 3 que contiene 118 aminoé&cidos, responsable
de su actividad biol6gica especifica. Ademas, tiene un componente
caracteristico de carbohidratos constituido por azucares neutros,
hexosaminas y un bajo contenido en acido sialico.

Este dltimo aspecto provoca que su vida media sea muy corta,
aproximadamente de 110 minutos (Moor et al, 1984), lo que obliga a realizar
aplicaciones repetidas para conseguir una buena estimulacion ovarica.

El gen de la subunidad alfa de la FSH se encuentra en el cromosoma
6p21.1-23. Se expresa en diferentes tipos de células. El gen de la subunidad
beta se encuentra en el cromosoma 11pl13, y se expresa en las células
gonadotropas de la pituitaria, controlada por la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH), inhibida por la inhibina y potenciada por la activina.
(Perez, G.)

Esta hormona es sintetizada por las células baséfilas de la region central de
la adenohipofisis y su principal funcion en la hembra, es inducir el
crecimiento folicular estimulando la proliferacion de las células de la
granulosa de foliculos antrales (Monniaux et al, 1983), las cuales presentan
receptores especificos para esta hormona.

Al igual que sucede en la LH, la liberacién de FSH en la glandula pituitaria
esta controlada por pulsos de hormona liberadora de gonadotropina (GnRH).
Estos pulsos, a su vez, estan sujetos a la retroalimentacién de estrogeno

desde las gonadas.
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La FSH, por si sola, no estimula la secrecion de estrogenos en el ovario, sino
gue para ello necesita de la presencia de LH (Hafez y Hafez, 2002)

En las hembras de los camélidos los niveles basales de FSH han sido
establecidos en valores proximos a los 5 ng/ml. No obstante, en algunas
etapas del ciclo alcanza valores de 15-20 ng/ml manteniéndose durante 5-6
dias (Bravo et al, 1988b)

2.4.2. Gonadotropina corionica equina (eCG)

Esta hormona fue descubierta por Cole y Hart en 1930 al comprobar que la
administracion de suero de yegua gestante a un grupo de ratas estimulaba el
crecimiento folicular e incrementaba la tasa de ovulacién, estableciendo asi
la base del tratamiento superovulatorio.

La Gonadotrofina corionica equina (eCG, PMSG), hormona placentaria, es
secretada en las copas endometriales que se han formado alrededor del dia
40 en las yeguas gestantes; es una hormona glicoproteica con un peso
molecular aproximadamente de 70.000 Daltons, por lo que no aparece en la
orina y circula en la sangre; (Hafez, 2002; Sumano, 2006; Hincapi€, 2005)
Esta hormona es una glucoproteina presente en grandes cantidades en el
suero de yegua entre los dias 46 y 130 de gestacion y presenta en una
misma molécula actividades biologicas propias de la FSH y de la LH
(Papkoff, 1978; Gonzalez-Mencio et al, 1978). La molécula estd compuesta
por dos subunidades una a y otra 3. La primera es la responsable de las
actividades FSH y LH, mientras que la subunidad 3 determina la amplitud de
su actividad. El alto contenido en é&cido sialico de la molécula de eCG le
confiere una larga vida media, que supera ampliamente a las de la FSH y la

LH. Su vida media se cifra en torno a las 40 horas, aunque puede llegar a
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persistir hasta 10 dias (Schams et al, 1978). Esto permite inducir la
respuesta superovulatoria con una Unica administracion, habiéndose
demostrado que las administraciones multiples no mejoran la tasa de
ovulacion (Hafez, 2002).

Los preparados comerciales se obtienen a partir de la purificacion del suero
recogido a yeguas gestantes y su posterior liofilizaciébn. Su potencia se
expresa en unidades internacionales, siendo la actividad gonadotrofica
especifica de 1 Ul igual a 0,25 mg de una preparacion estandar mantenida
por la Organizacion Mundial de la Salud.

Las principales ventajas de la utilizacion de eCG en los tratamientos
superovulatorios son su bajo costo y que una Unica administracion permite
obtener buena respuesta ovarica. Sin embargo, esta prolongada vida media
provoca también algunos inconvenientes ya que continla estimulando el
crecimiento folicular después de producirse la ovulacion lo que provoca la
existencia de elevadas concentraciones de estradiol durante la fase luteal,
alterando la migracion y el desarrollo embrionario y modificando el ambiente
uterino (Roche e Ireland, 1984). Por el contrario, cuando se aplica FSH los
foliculos presentes en el ovario después de la ovulacion son muy escasos
(Lauria et al, 1982a).

La eCG administrada algunas horas previas a la ovulacion estimula el
crecimiento folicular debido a que tiene la capacidad de unirse e incrementar
el numero de receptores de FSH y LH de los foliculos, aumentando el
tamafio del foliculo preovulatorio, incrementando las concentraciones

plasmaticas de progesterona luego de la ovulacién, mejorando asi el
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desarrollo embrionario y el mantenimiento de la prefiez. (Bo6 et al, 2009; De
los Reyes, 2011)

Existen diversos estudios en los que se ha comparado el efecto de ambas
gonadotropinas en la estimulacién ovarica de los camélidos domésticos,
obteniéndose resultados variables. Algunos trabajos realizados en llamas
indican que no existen diferencias en la tasa de respuesta ovarica a ambas
sustancias 17,9 = 2,2 foliculos tras el tratamiento con FSH y 17,7 + 2,2
foliculos en las tratadas con eCG (Ratto et al, 2005). Sin embargo, otros
autores sefialan que el tratamiento con pFSH permite obtener mejores
resultados que la eCG cuando se evaltan el numero de foliculos que crecen
y el niumero de cuerpos lateos formados tras la ovulaciéon (Correa et al,
1997).

El efecto de estas hormonas podria estar condicionado por la especie. Asi,
en un trabajo en el que se compara la respuesta de las alpacas y las llamas
sometidas a la estimulacién ovarica con eCG, iniciando el tratamiento
durante la emergencia de las ondas de crecimiento folicular, se comprueba
gue en las llamas se produjo el desarrollo de 12,8+1,4 foliculos y 8,1 + 1,0
cuerpos lateos, mientras que en las alpacas solamente se desarrollaron 7,5+
1,2 foliculos y 5,9 + 1,3 cuerpos luteos (Huanca et al, 2006a).

La dosis de eCG mas adecuada para conseguir la superovulacion en las
alpacas ha sido establecida entre 500 y 750 Ul, seguida de 750 Ul de hCG
para inducir la ovulacion (Novoa et al, 1999). El empleo de dosis superiores
determina un considerable incremento de la frecuencia de aparicion de

foliculos quisticos (Bravo et al, 1995c).
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2.4.3. Gonadotropina corionica humana

La gonadotropina coridnica humana (hCG) es una hormona glicoproteica
producida en el embarazo, fabricada por el embrion en desarrollo poco
después de la concepcion y mas tarde por el sinciciotrofoblasto (parte de la
placenta). Su funcién es evitar la desintegracion del cuerpo Iuteo del ovario
y, por ende, mantener la produccion de progesterona que es fundamental
para el embarazo en los seres humanos (Perez, G.)

Debido a su similitud con la hormona luteinizante (LH), la hCG también
puede usarse clinicamente para inducir la ovulacion en los ovarios.

La hCG es una glicoproteina compuesta de 244 aminoacidos, con un peso
molecular de 36,7 kDa. Sus dimensiones totales son de 75x35x30
angstroms (7,5x3,5x3 nandmetros). Es heterodimérica, con una subunidad 3
(beta) que es Unica para la hCG, y con una subunidad a (alfa) idéntica a la
de la hormona luteinizante (LH), la hormona foliculo-estimulante (FSH), y la
hormona estimulante del tiroides (TSH). La subunidad a (alfa) tiene 92
aminoacidos de largo y unas dimensiones de 60x25x15 angstroms
(6%2,5%1,5 nm). La subunidad 8 de la hCG contiene 145 aminoacidos y unas
dimensiones de 6,5%2,5x2 nm, codificados mediante seis genes muy
homodlogos que estan dispuestos en tdndem y en pares invertidos en el
cromosoma 19q 13.3 — CGB. Las dos subunidades crean un pequefio nucleo
hidréfobo rodeado por una gran superficie con una proporcién area volumen
2,8 veces mayor que la de una esfera. La gran mayoria de los aminoacidos

exteriores son hidrofilos (Perez, 2017).
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2.5.HORMONA ANTAGONISTA DE GnRH UTILIZADA EN INDUCCION DE
SUPEROVULACION

2.5.1. Generalidades
El descubrimiento por parte de Schally y Guillermin en 1990 de la secuencia
de aminoéacidos de este decapéptido, permitié el desarrollo de compuestos
con accién agonista o antagonista de GnRH. En un principio se penso que la
obtencion de estos compuestos sintéticos no representaria un gran problema
ya que bastaria con la sustitucion de uno o dos aminoacidos de la cadena
proteica, pero fueron mas de 30 afios de experimentacion los que llevaron a
la sintesis de compuestos con un perfil farmacocinético, de seguridad y
comercial aceptables. Los diferentes intentos realizados hasta llegar a los
analogos hoy disponibles perseguian fundamentalmente la sintesis de
compuestos con mayor actividad, sin efectos secundarios y capaces de
permanecer mas tiempo en el organismo. En el caso de los antagonistas se
sucedieron tres generaciones de compuestos hasta llegar a los actualmente
comercializados como cetrorelix, iturelix, azaline B, ganirelix, abarelix y
antarelix (Huirne y Lambalk, 2001), ya que los primeros compuestos
sintetizados (primera y segunda generacion de antagonistas), presentaban el
inconveniente de producir reacciones anafilacticas importantes debidas a la
liberacion de histamina (Coccia et al. 2004).
Los agonistas de GnRH han demostrado, a lo largo de la experiencia clinica,
tener un perfil de efectos secundarios considerablemente aceptable y una
eficacia probada. Las dosis utilizadas en protocolos de asistencia a la
reproduccion en la especie humana son menores que las requeridas en el

caso de los antagonistas, pero el inicio de su accion requiere al menos 7-14
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h. Ademas, su mecanismo de accién todavia presenta lagunas, lo que ha ido
desplazando su uso a favor de los antagonistas de GnRH (Conn y Crowley,
1994).

Ganirelixes un  competitivo  inyectable hormona  liberadora  de
gonadotropina antagonista (GnRH antagonista). Se utiliza sobre todo en la
reproduccion asistida para controlar la ovulacion. EI farmaco actia
bloqueando la accion de la GnRH en la pituitaria, asi rapidamente la
supresion de la produccién y la accion de LH y FSH. Ganirelix se utiliza en el
tratamiento de fertilidad para prevenir la ovulacibn prematura que podria
resultar en la cosecha de los huevos que son demasiado inmaduros para ser
utilizado en procedimientos tales como la fertilizacién in vitro. (Kim et al.
2015)

2.5.2. Caracteristicas quimicas del Ganarelix

Ganirelix Acetate para inyeccion (ganirelix) es un decapéptido sintético con
alta actividad antagonista contra de origen natural liberadora de
gonadotropina hormona (GnRH). Ganirelix Acetate se deriva de GnRH nativa
con sustituciones de aminoacidos en las posiciones 1, 2, 3, 6, 8, y 10 para
formar la siguiente formula molecular del péptido (C go H 113 CIN 153 O 13) : N-
acetil-3- (2-naftil) -D- alanil-4-cloro-Dphenylalanyl-3- (3-piridil) -D-alanil-L-
seril-L-tirosil-N °, N '° -dietil-D-homoarginilo-L-leucyIN °, N ° -dietil-  L-
homoarginilo-L-prolil-D-alanilamida de etilo. El peso molecular para Ganirelix

Acetate es 1570.347 g / mol como una base libre anhidra. (rxlist.com)
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Figura 1. La férmula estructural del Ganarelix

Fuente: rxlist.com

Figura 2. Estructura 2D del Ganarelix

Fuente: Kim et al. 2015

4-.CI Upk Upk
Ac—b2NakpPhe-p3Pal- Ser — Tyr —pLys— Leu — Lys — Pro —bAla—NH,

Figura 3. Representacion bioldgica del Ganarelix

Fuente: Kim et al. 2015
2.5.3. Mecanismos de accidn y receptores
El principal mecanismo de accién de los antagonistas de GnRH (GnRHa) es
el bloqueo competitivo de los receptores de GnRH. A diferencia de lo que
sucede con los agonistas, los GnRHa no producen estimulacion inicial de la
liberacion de gonadotropinas sino una supresion inmediata y reversible de la

produccién de FSH y LH, de duracion e intensidad dosis dependiente y

38
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completamente reversible en 24-72 h al conservar la adenohipofisis su
capacidad de respuesta frente al estimulo de la GnRH. Entre las 4 y 24 h
posteriores a la administracién del antagonista (6 h como media), se observa
una disminucién en la concentracién de FSH en plasma del 30% y del 70%,
en el caso de la LH. (Huirne y Lambalk, 2001).

Los antagonistas producen un bloqueo competitivo de los receptores de
GnRH en la membrana celular de las células gonadotroficas. Los
antagonistas de GnRH modulan el eje hipotalamo hipofisario por bloqueo
competitivo de los receptores de GnRH en la hipdfisis. Como consecuencia,
se logra una supresion rapida, profunda y reversible de las gonadotrofinas
endogenas sin la estimulacion inicial inducida por los agonistas de GnRH.
(Geller, 2001)

Los antagonistas de la GnRH son mas complejos que los agonistas y actdan
mediante un mecanismo completamente diferente para inhibir la secreciéon
de las gonadotrofinas. Se unen competitivamente a los receptores de la
GnRH, lo cual evita la accién de los pulsos endégenos de GnRH sobre la
hipofisis. La secrecion de gonadotrofinas disminuye dentro de las horas de la
administracion de los antagonistas y no se produce un efecto de
exacerbacion. La interrupcion del tratamiento con los antagonistas de la
GnRH produce una recuperacion rapida y predecible del eje hipdfiso-
gonadal, ya que el sistema de receptores de la hipdfisis permanece
intacto. (Sociedad iberoamericana de informacion cientifica)

Son farmacos que se emplean con la finalidad de evitar la luteinizacion
precoz folicular y controlar el momento de la ovulacion, para que no se

produzca de forma prematura. Produce los siguientes efectos:
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e Bloquea los receptores de GnRH al unirse a ellos, impidiendo que la
GnRH se pueda unir a los receptores de la GnRH (bloqueo competitivo).
Los receptores de la GnRH estan situados en la superficie de las células
gonadotroficas de la hipofisis.

e Reprime la sintesis de gonadotrofinas (FSHy LH) por parte de la
hipofisis al bloguear los receptores de la GnRH.

e Es de accion inmediata.

El ganirelix y el cetrorelix. Ambos compuestos parecen suprimir las

gonadotrofinas y son eficaces dentro de las 4-8 horas de su administracion.

La mediana de la vida media terminal de 0.25 mg del cetrorelix es de 5 horas

después de una dosis Unica y de 20 horas luego de dosis mdltiples. La vida

media de eliminacién del ganirelix después de dosis multiples de 0.25 mg es
de 13 horas. (Sociedad iberoamericana de informacion cientifica)

Luego de la administracion subcutanea unica de 0.25 mg de ganirelix, los

niveles séricos aumentan rapidamente y logran un pico plasmatico de 15

ng/ml en 1 a 2 horas. La vida media es de 13 horas con un clearance de 2.4

I’h. El 75% se excreta por heces y el 25% por orina. La farmacocinética

luego de dosis multiple subcutanea fue similar a la de la dosis Unica. (Geller,

2001)

Las ventajas de la utilizacion de este farmaco en ciclos de reproduccion

asistida son las siguientes:

e Se produce la supresién inmediata de los niveles séricos de LH,
impidiendo la ovulacion prematura.

e La duracioén del tratamiento de estimulacion de la ovulacién es menor.
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e Suele ser bien tolerado por la mujer, con pocos efectos secundarios, ya
que la estimulacién no es muy agresiva.

e Se administra una menor dosis de FSH.

o Disminuye la frecuencia del sindrome de hiperestimulacion ovérica
(SHO).

e La recuperacion de la funcion hipofisaria de la mujer es rapida, de forma
que no afecta a que se puedan producir nuevas estimulaciones en ciclos
posteriores.

« No causa quistes foliculares, al no ocasionar el efecto flare up que se
origina en los agonistas de la GnRH.

Las desventajas de la utilizacion son las siguientes:

e El uso de antagonistas de GnRH presenta pocos inconvenientes ya que,
al ser una estimulaciobn no demasiado agresiva, es tolerado por la
mayoria de las mujeres sin practicamente contraindicaciones.

e El Unico problema que existe es que la tasa de embarazo es ligeramente
inferior (entre el 3% y el 5% menor) a la obtenida en protocolos de
estimulacién ovarica donde se utilizan los analogos de GnRH debido al
efecto de los antagonistas sobre el endometrio, las trompas de Falopio,
el foliculo y el ovocito. (De-renis et al. 2014)

2.5.4. Efectos en lareproduccion

Si bien los resultados han mejorado notablemente en los ultimos afios,

existen aun limitaciones que se han relacionado con el estatus folicular, el

namero y la distribucién por tamafio de los foliculos en el momento de iniciar
el tratamiento con FSH. La poblacion folicular idonea para responder al

tratamiento de superovulacibn (maximo numero posible de pequefios
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foliculos sensibles a las gonadotropinas sin presencia de foliculos
dominantes) podria ser inducida mediante la administracion de farmacos
antagonistas de GnRH.

En reproduccién animal, las primeras experiencias realizadas con
antagonistas de GnRH en ganado ovino para inhibir el crecimiento folicular y
desencadenar la aparicion controlada de una nueva onda de crecimiento
(Brebion, 1990), se basaron en el uso de dosis diarias durante los 11 dias
gue se mantiene el tratamiento de sincronizacion de ciclos, previo al inicio
del tratamiento de superovulacion con FSH. Estos trabajos mostraron
mejores resultados en cuanto al nimero de embriones viables pero su
aplicacion practica se vio condicionada por factores limitantes econdémicos,
de manejo y de variabilidad en la respuesta.

Posteriormente, fue su uso para eliminar la secrecion enddgena pulsatil de
LH y retrasar el pico preovulatorio de LH, consiguiendo asi prolongar la fase
folicular y mejorar la calidad tanto de los foliculos como de los oocitos
(Oussaid et al. 2000).

En pequefios rumiantes, los protocolos de superovulacion que incorporan la
administracion de GnRHa de tercera generacion son recientes (Cognie,
1999) y han aportado resultados preliminares prometedores. En cabras, la
administracion de teverelix (0,5 mg/dia, durante 11 dias a partir del 2° dia
post administracion del progestageno intravaginal) puso de manifiesto el
potencial papel de estos farmacos en las nuevas técnicas de reproduccion;
la inhibicidon de la actividad hipofisaria se reflejo en una clara disminucion de
las concentraciones plasmaticas de FSH y LH y, como consecuencia de ello,

se multiplic6 por dos el nuamero de foliculos de pequefio tamafo
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impidiéndose el crecimiento de foliculos dominantes (Gonzalez-Bulnes et al.
2004c). Sin embargo, en ganado caprino, el nimero de embriones viables
obtenidos cuando se administra un tratamiento de superovulacion con
posterioridad al uso de un antagonista de GnRH es bajo (Cognie et al. 2003).
Esto podria deberse a la fuerte disminucion en el crecimiento de foliculos
hasta los estadios intermedios -foliculo dependiente de gonadotropinas
causada por el aporte de GnRHa (Gonzéalez-Bulnes et al. 2004c), a pesar de
gue la funcién hipofisaria se recupera al suspender la administracion del
antagonista (Gonzalez-Bulnes et al. 2004b).

Para disminuir los inconvenientes derivados del manejo de los animales,
Alabart et al.(2001) han realizado diversas experiencias en ovejas sobre
tratamientos clasicos de superovulacion (progestageno intravaginal, 14 dias;
pFSH i.m., dos veces al dia durante 4 dias y pLH i.v. junto con las dos
Ultimas dosis de pFSH) en los que han incorporado la administracion de
antagonistas de GnRH en regimenes de dosis multiples y dobles y han
valorado su eficacia en la tasa y calidad de los embriones recuperados,
después de monta natural 0 IA a los 8 dias de la retirada del tratamiento con
progestagenos. La administracion subcutanea de 11 dosis de teverelix (0,5
mg, cada 24 h, comenzando el dia de la administracion del progestageno)
ofrecia un bloqueo practicamente completo de la secrecién de LH hipofisaria.
Sin embargo, con el tratamiento de dosis doble (0,5 mg de teverelix,
separados 6 dias, comenzando el mismo dia de la administracion
intravaginal de progestagenos), se mantenian concentraciones plasmaticas

significativas de LH, por lo que se cree que este régimen no seria valido y se
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necesitarian nuevos estudios para poder establecer un régimen de
dosificacion 6ptimo y sencillo.

La administracién subcutanea de dosis Unicas (1,5 y 3,0 mg) del antagonista
de GnRH teverelix ejerce un efecto dosis-dependiente sobre la secrecion de
las gonadotropinas hipofisarias, disminuyendo los niveles plasmaticos
medios e inhibiendo la pulsatilidad de LH durante al menos las 48 h
posteriores a su administracion. La accion ejercida por el antagonista de
GnRH sobre la secrecion de LH inhibe el efecto de dominancia folicular y
permite un aumento significativo del namero de foliculos gonadotropo-
receptivos de pequefio tamafno (2-3 mm), alcanzandose el efecto maximo
alrededor del tercer dia tras el tratamiento; sin embargo, estos foliculos
secretan menor cantidad de inhibina A, en los animales tratados con la dosis
mas alta (3,0 mg). Los foliculos gonadotropo-receptivos obtenidos después
de la administracion de una unica dosis de 1,5 mg de antagonista de GnRH,
tres dias antes de la administracion de un protocolo de superovulacion, son
capaces de crecer hasta tamafos preovulatorios en respuesta a la
administracion de FSH exdgena. (Lopez 2004)

En la Universidad de Edimburgo, se ha probado la alternativa de
administracion subcutanea de una Unica dosis elevada (22 mg) de GnRHa.
Los resultados mostraron que esta dosis producia la deprivacion hipofisaria
completa por un periodo aproximado de dos meses (Souza et al. 2000), lo
que daba lugar a la desaparicion total de los foliculos dominantes y a un
fuerte incremento de la poblacion de foliculos gonadotropo-dependientes

(Gonzalez-Bulnes et al., 2003c).
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CAPITULO 1l
METODOLOGIA
3.1. AMBITO DE ESTUDIO
El presente trabajo se realizO en el Centro Experimental La Raya de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, ubicado en el distrito de
Marangani, provincia de Canchis, departamento del Cusco, entre las
coordenadas 14°28'41" latitud sur y 71° 02' 78" longitud oeste y una altitud de
4235 m.s.n.m. predominando pastos naturales que corresponden a puna
hameda.
El andlisis de las muestras sanguineas se realizé en laboratorio de Fisiologia
de la Escuela profesional de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional
San Antonio Abad del Cusco ubicado en el distrito de Marangani, provincia de
Canchis, departamento de Cusco. Ubicado a una altitud de 3 698 msnm. Entre
las coordenadas Latitud sur: 14°21'24" y Longitud oeste: 71°10'09".
3.2. METODOS
3.2.1. Periodo de estudio y frecuencia de muestreo
El presente trabajo se realizé durante los meses de enero a marzo del 2016,
para lo cual de un rebafio de 500 alpacas huacayas hembras, se
seleccionaron 40 animales de 3 y 4 afios de edad los cuales fueron divididos

en dos grupos de 20 alpacas. Se les administrg, por via subcutanea, una
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dosis Unica de 0.15 mg (Grupo A) y la dosis de 0.30 mg (Grupo B) de
Ganarelix (Orgalutran®), en 0.5 ml de solucion acuosa. Para lo cual se
adapt6 el protocolo de superovulacion de Novoa et al. (1999) en donde
utilizo eCG y hCG,; se adicion6 el efecto inductor del macho vasectomizado.
El comportamiento farmacodinamico de Ganarelix se estudié en base a las
respuestas hipofisaria y ovarica a la administracién del farmaco.

Cuadrol. Protocolo experimental

Dia 0 Dia 1 Dia | Dia | Dia | Dia Dia 6 Dia Dia 8 Dia | Dia
2 3 4 5 7 9 10
Ecografia / 24 horas
Aplicacion | Aplicacion Induccién Induccién
de 0.15 y | de eCG en de la de la
0.30 mg | dosis 750 ovulacion ovulacion
de ul/iM con hCG con
Ganarelix / en dosis macho
SC 750 UI/IM vasectomi
sado

Fuente: Adaptado de Novoa et al. 1999
3.2.2. Metodologia por objetivo planteado
3.2.2.1. Determinacién de los niveles de FSH sanguineo por efecto de
dos dosis de Ganarelix mediante la prueba de ELISA.
Para la determinacion de posibles cambios en el perfil de secrecion
pulsatil de FSH a nivel sanguineo por efecto del antagonista de GnRH. Se

procedi6 a la realizacibn de la siguiente  metodologia:
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Los animales seleccionados fueron enumerados en forma correlativa

para su identificaciéon, utilizandose una pintura roja para su marcacion
en ambos lados de la alpaca.

- A los dos grupos de tratamiento se les evalu6 el status ovérico para
determinar los animales que presentaban foliculos primarios menores
a 2 mm mediante ecografia.

- Se procedi6 a la inyeccién sub cutanea de las dosis Unicas de 0.15
mg y 0.30 mg de ganarelix (Orgalutran®) a las alpacas que
presentaron foliculos <2 mm (dia 0).

- Se realizé la toma de muestras de 10 ml de sangre a cada alpaca las
cuales fueron extraidas de la vena yugular mediante la utilizacién de
tubos heparinizados al vacio (Vacutainer®). Para lo cual se tomaron
las muestras seriadas, a las 0, 1 y 3 horas post-inyeccion. Los tubos
se identificaron con el nimero del animal y hora de toma de la
muestra sanguinea.

- Todas las muestras de sangre fueron centrifugadas a 1500 rpm
durante 15 min.

- Se almacen6 el plasma en tubos de poliestireno cerrados e
indentificados con el nimero del animal y hora de muestreo, los que
permanecieron en un congelador a -20°C hasta el momento del
analisis.

- Los niveles de gonadotropinas (FSH) fueron medidos en laboratorio
por duplicado en alicuotas de 200 ul de plasma segun las técnicas de

analisis Inmunoensayo enzimético con doble anticuerpo descritas por
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Diagnostic Automation, Inc., respectivamente. El limite de deteccion
fue de 2.5 mlU/ml. para FSH.

3.2.2.2. Determinacion del numero de foliculos por efecto de dos

dosis de Ganarelix mediante ultrasonografia.

El procedimiento para lograr obtener los datos necesarios que indiquen el

efecto del antagonista en el desarrollo folicular es el siguiente:

- Los animales seleccionados fueron enumerados en forma correlativa
para su identificacién, utilizandose una pintura roja para su marcacion
en ambos lados de la alpaca.

- El dia 1 (Cuadro 1) se aplico una dosis unica de 750 Ul de eCG
(Folligon®) via intramuscular.

- Para la determinacion del efecto del farmaco sobre la dinamica de
crecimiento y la actividad de la poblacion folicular se llevé a cabo
mediante un estudio de los ovarios por ecografias transrectales, cada
24 h desde el Dia 1 hasta el dia 9.

- Una vez localizado el ovario (Figura 4) se determino el diametro de
todos los foliculos mayores o iguales a 2 mm. A partir de la
observacion realizada, se anot6 el numero de foliculos del ovario en el

gue se sefialaba el tamafio de los foliculos identificados.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO £ Nacional del
Altiplano

+DIST.
14 mm

e i e i i ‘ ' '

CRL = BEPD ( FL Ne
l»3)Hansmanr\@]Har\*smar'n')'~§'Hansmanvﬁtg] Pa

=X=

T
e

Figura 4. Imagen de un ovario de alpaca mediante ecografia transrectal

(diametros del foliculo aparecen sefalados entre cruces)

3.2.2.3. Evaluacion del efecto del tipo de inducciéon de la ovulaciéon a

causa del efecto de dos dosis de Ganarelix.

La metodologia planteada para la obtencion de los datos requeridos para

poder evaluar la interaccion del tipo de induccién con la dosis de

antagonista de GnRH es como sigue:

- Los animales seleccionados fueron enumerados en forma correlativa
para su identificacion, utilizdndose una pintura roja para su marcacion
en ambos lados de la alpaca.

- En el grupo A (0.15 mg ganarelix) y grupo B (0.30 mg ganarelix) se
dividié cada uno en dos subgrupos de 10 alpacas, sub grupo Al y sub
grupo B1 recibieron 750 Ul de hCG (Pregnyil®) y Sub grupo A2 y sub
grupo B2 fueron sometidos con macho vasectomizado para la
induccion de la ovulacion.

- Para comprobar que la ovulacion fue efectiva se siguié observando
los ovarios mediante la ecografia como se indica en el cuadro 1.

- La presencia de cuerpos lateos indicaban que se produjo la induccion

de la ovulacion.
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- Se anot6 el numero de cuerpos lUteos presentes en ambos ovarios
3.2.3. VARIABLES ANALIZADAS
Las variables que se tuvieron en cuenta se detallan en el siguiente tabla:

Cuadro 2. Variables analizadas

Factor Variables | Tipo Indicador | Descripcion

Crecimiento | aGnRH Independiente | mg Hormona que
antagoniza la secrecion
de GnRH para el
desarrollo folicular del

ovario

Foliculo Dependiente | numero Nos indica la cantidad
obtenida tras la
aplicacion de hormonas

de superovulacion.

Ovulacién HCG independiente | mg Hormona de induce la

ovulacion

Cuerpo Dependiente | numero Nos va indicar la

[Uteo cantidad de ovulaciones
obtenidas tras la
induccion.
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3.2.4. PRUEBAS ESTADISTICAS APLICADAS

Los datos obtenidos fueron transformados a valores diagonales para su
analisis:

Objetivo 1: Se utilizé un disefio bloque completamente al azar con arreglo
factorial 3 x 2; donde el factor A fue hora con tres niveles (0 hrs, 1 hra, 3
hras) y el factor B fue la dosis con 2 niveles (0.15 mg y 0.30 mg), se bloque6
por animal teniendo 40 animales los cuales recibieron la combinacion de los
factores mencionados.

Objetivo 2: Se utilizé un Disefio Completo al Azar con sub muestreos donde
los tratamientos fueron 2 (dosis 0.15 mg y 0.30 mg) y se consideré sub
muestreo a cada ovario (izquierdo y derecho), para la determinaciéon de la
dinamica folicular.

Objetivo 3: Se utilizé6 un disefio completamente al azar con arreglo factorial
2 (hormona y macho) x 2 (dosis 0.15 y 0.30) y sub muestreos (ovario

izquierdo y derecho), para la determinacion del efecto inductor de ovulacion.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.DETERMINACION DE LOS NIVELES DE FSH SANGUINEO POR

EFECTO DE DOS DOSIS DE GANARELIX MEDIANTE LA PRUEBA DE

ELISA.
Los niveles de FSH sanguineo en el Gr-A (0.775 + 0.190 mlU/ml) fue similar al
Gr-B (0.774 + 0.206 mlU/ml) (cuadro 3, cuadro 4 y cuadro 5).
Cuadro 3. Niveles de FSH sanguineo (mIU/ml) en alpacas tratadas con

diferentes dosis de Ganarelix

Tratamientos hora | N | Promedio + D.E. | Promedio + D.E.

Gr-A 0 20 [ 0.752 +0.206

Ganarelix 0.15mg. |1 20 [ 0.792 +0.192 0.775 + 0.190a
3 20 | 0.783+0.179

Gr-B 0 20 [ 0.778 +0.209

Ganarelix 0.30 mg. |1 20 | 0.768 +0.200 0.774 + 0.206a
3 20 | 0.776 +0.218

Todas las hembras de ambos grupos (Gr-A y Gr-B) exhibieron una disminucion
de los niveles de FSH después de la aplicacién del Ganarelix considerando que
los niveles sanguineos normales de las alpacas es de 5.76 mIU/ml en alpacas
gue copularon y 5.64 mlU/ml en la que no copularon (Bravo et al. 1991), el

presente resultado indica que el antagonista de GnRH origino la disminucion de
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la concentraciones séricas de FSH en la sangre, actuando en el bloqueo
competitivo de los receptores de GnRH generando una supresion inmediata y
reversible de la produccion de la FSH y LH (Huirne y Lambalk, 2001).

La ocurrencia de la disminucién de la concentracion de FSH a las O horas
tanto en el grupo A (0.752 + 0.206) y grupo B (0.778 + 0.209) es comparable a
los reportes de Lopez (2004) en ovinos tratados con Teverelix con dosis de 1.5
mg (4.8 + 0.23 mIU/ml) y con 3.0 mg (5.52 + 0.24 mlU/ml)

Los resultados del presente estudio (Gr-A: 0.752 y Gr-B: 0.778) como los
reportados por otros autores en ovinos, sugieren y corroboran que la
ocurrencia de la disminucion/ supresion de los niveles de FSH en el torrente
sanguineo son inmediatos tras la aplicacion del Ganarelix, en el presente
estudio no hubo seguimiento de las concentraciones del FSH en los dias
posteriores; por lo tanto no se pudo determinar hasta qué dia sigui6 el efecto
del antagonista; sin embargo podriamos inferir en base a estudios de
concentracion de gonadotropinas post aplicacion de un antagonista en llamas
(Silva et al. 2011) a las 8 horas continuo el efecto supresor; en ovinos (Lopez,
2004) en un tiempo de 72 dias, que las alpacas tratadas siguieron con el
efecto antagonista hasta las 72 horas post aplicacion pero con menor
intensidad de accion sobre los receptores hipofisiarios de la GnRH, esto
comparando con los nimeros de foliculos ubicados en los ovarios observados
por ecografia (anexo 4 y anexo 5 ) donde los ovarios mostraron incremento en
namero y tamario folicular.

La no diferencia de accion (0.775 + 0.190 y 0.774 + 0.206) de las dos dosis
(0.15 mg y 0.30 mg) de antagonista respectivamente son concordantes con lo

encontrado en ovinos (Lopez, 2014), debido a que el antagonista suprime
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inmediatamente la produccién de las gonadotropinas en duracion e intensidad

de dosis dependiente (Huirne y Lambalk, 2001).

4.2. DETERMINACION DEL NUMERO DE FOLICULOS POR EFECTO DE
DOS DOSIS DE GANARELIX MEDIANTE ULTRASONOGRAFIA.

Hubo diferencias altamente significativas (P < 0.05) en el desarrollo folicular en

Gr-A (20.80 + 7.44) que en Gr-B (13.90 + 4.24) por efecto de las dosis de

Ganarelix, sin embargo, no hubo diferencia significativa entre ovarios dentro del

grupo.

Cuadro 6. Dinamica folicular en ambos ovarios por efecto de aplicacion de

FSH exdgeno (eCG) en alpacas tratadas con diferentes dosis de Ganarelix.

Tratamientos ovario N | Promedio + | Promedio + D.E.
D.E.

Gr-A derecho |20 |21.95+7.38

Ganarelix 0.15 mg. | izquierdo | 20 | 19.65 + 7.52 20.80 + 7.44a

Gr-B derecho |20 |13.60 + 3.63

Ganarelix 0.30 mg. | izquierdo | 20 | 14.20 + 4.85 13.90 + 4.24b

La superestimulacion ovarica consiste en inducir el crecimiento, maduracion y
ovulacion de un gran numero de foliculos de manera simultdnea con la
aplicacion de hormonas de accidén estimulante del crecimiento folicular con
efectos a nivel de las células de la granulosa, los camélidos al ser especies que
no presentan fases luteales espontaneas, y tener fases foliculares continuas y
prolongadas hacen que la estimulacion hormonal sea variable e inconstante.

En la investigacion realizada, todas las hembras de ambos grupos (Gr-A y Gr-
B) exhibieron en ambos ovarios incremento de foliculos en numero y desarrollo

(mm) después de ser tratadas con FSH exdgena (eCG) (cuadro 6 y anexo 4 y
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anexo 5), de acuerdo a los hallazgos de Novoa et al. (1999), Huanca et al.
(1999), Ratto et al. (2005) y Huanca et al. (2006a).

La ocurrencia de mayor numero de foliculos en alpacas tratadas con 0.15 mg.
de Ganarelix (20.80 + 7.44) que aquellas tratadas con 0.30 mg de Ganarelix
(13.90 + 4.24) es comparable a lo reportado por Lopez (2004) en ovinos
tratados con dosis de 1.5 mg (17.2 + 0.8) y con dosis de 3.0 mg (11.4 + 0.6);
pero siendo superiores a los reportes en alpacas de Correa et al. (1994) que
utilizo eCG dosis unica (1500 Ul) obtuviendo 22 foliculos en 4 alpacas; Huanca
et al. (1999) que aplicaron dos tratamientos en etapa receptiva, T1 (dia 0: 750
Ul hCG y dias 8,9y 10: 300 Ul eCG) con2.3+ 19 (0OD)y 1.7+ 15 (Ol)y el
T2 (dias 8,9 y 10: 300 Ul eCG) con 4.4. + 2.5 (OD) y 3.8 + 3.1 (Ol); Huanca et
al. (2006a) reporta en alpacas con uso de eCG 7.5 + 1.2; Mendoza et al. (2012)
utiliza dos tratamientos, T1: (200 mg FSH en dosis decrecientes por 4 dias/ 12
horas) obtuvo 6.50 + 2.76 y el T2: (700 Ul eCG dosis Unica) obtuvo 10.20 +
4.47; Murillo (2012), utilizando T1=400 Ul y T2=500 Ul de eCG, més 100 ug de
GnRH, y 0.262 mg prostaglandina F2a (clorprostenol) en alpacas, obtuvo T1l=
4.66, T2=5.0 foliculos preovulatorios = a 7 mm; Ancco (2013), evalué la
respuesta ovarica a dos dosis superovulatorias de eCG en alpacas Suri en fase
luteal, en época de empadre: T1=400 Ul y T2=500 Ul de eCG, mas 100 ug de
GnRH, y 0.262 mg prostaglandina F2a (clorprostenol), cuyos resultados para
T1=5.83+£2.04, T2=4.33+1.51 foliculos preovulatorios = a 7 mm.

La ocurrencia del desarrollo de foliculos pequefios hasta foliculos pre
ovulatorios, se debe a que la eCG estimula la mitosis de las células de la
granulosa y la formacién del liquido folicular (Hafez, 1996), ademas interviene

la regulacion paracrina de los factores FGF (factor de crecimiento fibroblastico),
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EGF (factor de crecimiento epidérmico) y el IGF (factor de crecimiento
semejante a insulina) con influencia directa en el desarrollo folicular al
promover la proliferacion de las células de la granulosa (Monniaux et al., 1997).
Es asi que la IGF-1 cumple un rol fundamental en el reclutamiento y la
seleccién del foliculo dominante, lo que favorece al aumentar la aromatizacién
inducida por la FSH en las células de la granulosa, que lleva al aumento
paulatino de estradiol en el foliculo dominante (Steinkampf et al., 1998).
Monniaux et al. (1997) sugieren que el desarrollo de foliculos dominantes
terminales es dependiente de gonadotropinas, caracterizado por un incremento
en la sensitividad a la FSH, lo que probablemente resulta de un sistema
intrafolicular que involucra al estradiol y a los IGFs.

Por lo mencionado anteriormente, las concentraciones de IGFs se incrementan
marcadamente en foliculos grandes durante su desarrollo terminal, debido a
gue se considera que sélo foliculos maduros, con concentraciones altas de
estradiol e IGFs, seran capaces de desarrollarse frente a concentraciones
bajas de FSH; asimismo, concentraciones altas de inhibina en el foliculo
dominante pueden incrementar el estimulo de la LH a la produccién
androgénica por células de la teca, contribuyendo con un aumento de la
sintesis de estradiol por las célula de la granulosa, que tiene como
consecuencia, la maduracion sostenida de dicho foliculo (Monniaux et al.,
1997).

Anderson (1997) demostr6 que factores de crecimiento folicular
contrarrestarian a factores que inhiben el crecimiento de la célula y que
promueven la apoptosis. Asi el IGF-linhibiria la apoptosis en células de la

granulosa de foliculos dominantes tempranos y preovulatorios (Chun et al.,
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1996); mientras que la IGFBP-3, que tiene un efecto antagonista a la FSH,
inhibiria a la IGF-1. (Ling et al., 1993). Sin embargo, las gonadotropinas
actuarian inhibiendo la apoptosis en células de la granulosa al reducir la
expresion de la IGFBPs e incrementar la expresion de la IGF-I (Hammond et
al., 1991).

Los resultados  del presente estudio (Gr-A: 20.8 y Gr-B: 13.9) como los
reportados por otros autores en alpacas, sugieren y corroboran que la
ocurrencia de la accion de la estimulacion ovérica del desarrollo folicular es
mayor cuando se aplica la eCG, cuando los foliculos estdn en la etapa de
reclutamiento, al aplicar el Ganarelix previo al protocolo de superovulacion se
consigue poblaciones foliculares idoneas con ausencia de foliculo dominante.
Estos resultados demuestran que la administracion por via sub cutanea del
Ganarelix, en dosis Unicas (0.15 y 0.30 mg), podria ser atil en la induccion de
este efecto ya que su uso evito la presencia de foliculos dominates. Si bien es
cierto que existe diferencias estadisticas entre los dos grupos tratados con
antagonista (Gr-A y Gr-B), esta diferencia estaria causada por la capacidad del
Ganarelix de actuar sobre los receptores hipofisiarios de GnRH que, por
blogueo competitivo, provocan una inhibicion de la secrecibn de
gonadotropinas (Coccia, 2004) y por el tiempo de accidén en los receptores
hipofisiarios, ya que la dosis (0.15 mg) realizaria un menor tiempo de bloqueo
de los receptores hipofisiarios frente a la dosis (0.30 mg) lo que supondria que
el grupo A ( 0.15 mg) empezo anticipadamente la secrecion de FSH enddgena,
con llevando a mayor reclutacion de foliculos primordiales y continuando con el
mayor desarrollo folicular hasta la presencia de 20.80 + 7.44 foliculos

preovulatorios que el grupo B (0.30 mg) 13.90 + 4.24.
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4.3.EVALUACION DEL EFECTO DEL TIPO DE INDUCCION DE LA
OVULACION A CAUSA DEL EFECTO DE DOS DOSIS DE GANARELIX.

Hubo diferencias significativas (P < 0.05) en la induccién de la ovulacion en Gr-

A (4.35 + 2.75) que en Gr-B (2.52 + 1.43) por efecto de las dosis de Ganarelix,

sin embargo, no hubo diferencia significativa entre los inductores de la

ovulacion dentro del grupo.

Cuadro 9. Numero de cuerpos luteos por efecto de uso de hormona (hCG) y

macho vasectomisado en alpacas tratadas con diferentes dosis de Ganarelix

Tratamientos inductor N Promedio + D.E. | Promedio + D.E.
Gr-A hormona |20 |5.35+ 3.29

Ganarelix 0.15 mg. | macho 20 [3.35+1.59 4.35 + 2.75a
Gr-B hormona |20 |2.45+1.60

Ganarelix 0.30 mg. | macho 20 | 2.60 +1.27 2.52 + 1.43b

Para la induccion de la ovulacion en alpacas se recurre a la administracion de
hormonas con actividad de LH. La mas comun utilizada es la hCG en dosis de
750 Ul (Bourke et al, 1995a; Huanca et al. 1999; Novoa et al. 1999).

La ocurrencia de mayor numero de ovulaciones en alpacas tratadas con 0.15
mg. de Ganarelix (4.35 + 2.75) que aquellas tratadas con 0.30 mg de Ganarelix
(2.52 + 1.43), ambos datos obtenidos son mayores a lo reportado por Quispe
(2015) utiliza dos tratamientos diferentes T1 (0.33 g P4, 1.0 mg BE, 250 Ul
eCG, 50 ug GnRH) y T2 (0.33 g P4, 1.0 mg BE, 500 Ul eCG, 50 ug GnRH)
hallo en cuerpos luteos T1= 1.0 + 1.4y T2 = 1.2 + 2.7, y menores a lo
reportado por Correa et al. (1997) encuentran 7.3 + 3.1 en un tratamiento con
uso de pFSH en dosis decrecientes; Ratto et al. (1997) utiliza multiples dosis
decrecientes (200 mg) de pFSH repartido en 5 dias hallando 13.8 + 2.7;

Velasquez et al. (1999) que reportan 8.2 + 2.3 cuerpos luteos al utilizar 1000 Ul
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eCG (dia 0) con 1000 Ul hCG (dia 6); Novoa et al. (1999) indican que con dosis
750 Ul eCG (dia 0) méas 750 Ul hCG (dia 5) hallaron 6.8 + 2.6 cuerpos luteos;
Huanca et al. (1999) que aplicaron dos tratamientos en etapa receptiva, T1 (dia
11: 750 UIhCG ) con4.1+ 1.7 (OD)y 3.6 +2.1 (Ol)y el T2 (dias 8,9 y 10:
300 Ul eCG) con 2.0 + 2.2 (OD) y 1.6 + 1.7 (Ol); Mendoza et al. (2012) utiliza
dos tratamientos, T1: (200 mg FSH en dosis decrecientes por 4 dias/ 12 horas)
obtuvo 3.75 + 2.55 y el T2: (700 Ul eCG dosis unica) obtuvo 8.00 + 3.42;
Murillo (2012), utilizando T1=400 Ul y T2=500 Ul de eCG, mas 100 ug de
GnRH, y 0.262 mg prostaglandina F2a (clorprostenol) en alpacas, obtuvo en
ambos tratamientos 3 cuerpos luteos; Ancco (2013), evaluo la respuesta
ovarica a dos dosis superovulatorias de eCG en alpacas Suri en fase luteal, en
época de empadre: T1=400 Ul y T2=500 Ul de eCG, mas 100 ug de GnRH, y
0.262 mg prostaglandina F2a (clorprostenol), cuyos resultados para T1=
4.83+2.48 y T2=3.60 +1.14.

La descarga preovulatoria de LH altera la estructura y funcion del foliculo
preovulatorio antes de que se produzca la ovulacién, provocando la
maduracion del ovocito, la expansion de las células del cimulo y la ruptura de
la pared folicular (Khatir et al, 2004; 2005). Ademas, se produce un cambio en
la secrecion de esteroides, observandose un aumento de los niveles de
estradiol tras la descarga de LH (Vivanco et al. 1985), pasando de 100-200
pgr/ml a mas de 700 pgr/ml (Sumar, 1996), para descender posteriormente a
partir de las 18 horas de la copula (Bravo et al, 1990a).

La ovulacién ocurre en respuesta multiples mecanismos y factores fisiologicos,
como la posible accion de prostaglandinas estimulando las contracciones

ovaricas y activando fibroblastos tecales los que liberan enzimas proteoliticas
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gue digieren la pared folicular y la ldmina basal del ovario (Hafez, 1996).
Murdoch (1995), reporta que cuando se acerca el momento de la ovulacion, se
produce un incremento progresivo de las células apoptosicas en la superficie
del ovario, tunica albuginea y pared apical del foliculo, que junto a los otros
factores neuroendocrinos terminarian por producir la ovulacion.

La prostaglandina F contribuye a la ruptura de los lisosomas de las células
epiteliales en el apice folicular. Sus aumentos también incrementan las
contracciones de las células musculares lisas del estroma y de la teca externa
de los foliculos preovulatorios, ricamente inervados por terminaciones del
sistema nervioso autonomo. Las contracciones ovaricas facilitan la ruptura
folicular e intervienen en la expulsion del ovocito. (Savio et al. 1990)

En contraste con los buenos resultados encontrados por los autores antes
mencionados, la ausencia de ovulacién en estos animales podria deberse bien
a alteraciones en el crecimiento folicular obtenido como respuesta a la
administracion del Ganarelix mas el FSH exégeno o bien a la existencia de
algun tipo de alteracion endocrina en el eje hipotalamo-hipofisis-ovario, que
condicionaria la liberacién de LH. La segunda hipétesis se basa en que los
animales seleccionados para esta investigacion proceden de un rebafio de
vacias en las cuales no se tuvo el historial ginecologico que nos indicarian si
fueron animales con ovulaciones normales post empadre; Bravo (1997) y
Sumar (1983) describen la presencia de foliculos quisticos y Adams et al
(1991b), Tibary y Anouassi (1997) de foliculos hemorragicos, ambas
estructuras presentan similitudes y algunas diferencias, pero se desconocen

sus efectos sobre la funcién reproductiva, lo que concuerdan con los resultados
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observados a la ecografia de los animales el dia 10 de tratamiento, lo que
indicaba que no se obtuvieron las ovulaciones respectivas.

La diferencia encontrada entre los dos tratamientos (0.15 mg) y (0.30 mg) fuera
de la influencia de los dos inductores de ovulacion (hCG y Macho
vasectomizado), se deberia a que el efecto de la dosis esta influenciando en el
desarrollo de los receptores de LH a nivel de las células de la teca en el foliculo
en crecimiento, lo que con llevaria a que el foliculo pre ovulatorio no
presentaria suficientes receptores para LH exdgena y endoégena. Y otro podria
darse es lo que Lopez (2004) en ovinos indica que la accidon del antagonista de
GnRH en la supresion de la concentracion de LH a nivel sanguineo prosiguio
después de 7 dias de aplicado la dosis unica (1.5 y 3.0 mg), demostrando que
podria estar sucediendo lo mismo con nuestro tratamiento ya que no se midio
la concentracion de esta hormona, y que el desarrollo folicular pre ovulatorio
(foliculos > 8 mm) se presentaron al dia 6 de tratamiento donde todavia podria

haberse influenciado por el antagonista de GnRH.
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CONCLUSIONES

- Los niveles sanguineos de FSH tras la administracién subcutanea de
dosis unicas de (0.15 y 0.30 mg) de Ganarelix fue de 0.775 y 0.774
respectivamente; Hay un efecto dosis dependiente sobre la secrecion de
las gonadotropinas hipofisiarias, disminuyendo los niveles plasmaticos
medios e inhibiendo la pulsatibilidad de la FSH.

- El nimero de foliculos encontrados tras la administracion subcutanea de
dosis Unicas de 0.15 mg y 0.30 mg de Ganarelix en el protocolo de
superovulacion fue de 20.8 y 13.9 respectivamente, Lo que demuestra
que los foliculos gonadotropo-receptivo obtenidos después de la
administracion de una dosis menor de Ganarelix, estimulan los foliculos
primarios uniformente hasta alcanzar tamafos preovulatorios en
respuesta a la administracion de eCG.

- El ndmero de cuerpos lateos por efecto de la administracion de dosis
Unicas de 0.15 mg y 0.30 mg de Ganarelix fue de 4.35 y 2.52
respectivamente, los resultados son muy bajos atribuyéndose a factores
endocrinolégicos a nivel del eje hipotdlamo — hipofisis — génada; como la
presencia de receptores de LH a nivel del foliculo pre ovulatorio y los

aspectos ginecologicos de los animales seleccionados.
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RECOMENDACIONES

- Continuar con las investigaciones del uso del Ganarelix en camélidos
sudamericanos.

- Determinar el factor que imposibilita la ovulacion oportuna de los
foliculos preovulatorios a causa del Ganarelix en alpacas.

- Aplicar la superovulacion con Ganarelix en protocolos de transferencia
de embriones en vitrio.

- Realizar mas estudios sobre concentracion sanguinea de las hormonas

gonadotropinas durante el desarrollo folicular.
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Anexo 1. Materiales e insumos utilizados

Materiales usados para la realizacion del objetivo 1

Marcadores (pintura)

Hormona antagonista de GnRH (Ganarelix)

Jeringas hipodérmicas

Tubos Vacutainer

Centrifuga

Equipo lector de ELISA

Kit de Test de inmuno enzima (ELISA) para FSH (Marca Diagnostic
automation inc.).

Congeladora

Tubos de poliestireno

Micropipetas

Materiales usados para la realizacion del objetivo 2

Marcadores (pintura)
Hormona estimulante de GnRH (ECG) dosis 750 Ul
Jeringas hipodérmicas

Equipo de ultrasonografia Aloka 500

Materiales usados para la realizacién del objetivo 3

Marcadores (pintura)
Hormona inductora de ovulacién (hCG) dosis de 750 Ul
Jeringas hipodérmicas

Equipo de ultrasonografia Aloka 500
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Anexo 2. Cuadro de resultados

Cuadro 4. Niveles de FSH sanguineo con 0.15 mg de Ganarelix

N° arete | N°animal | Ohoras | 1hora | 3 horas
H0336 1 0.90 0.98 0.95
H3334 3 1.02 1.01 0.99
H1874 4 0.64 0.85 0.77
H3862 5 1.04 1.00 1.00
H5668 7 0.90 0.98 0.95
H5296 8 1.03 1.02 1.01
H1290 10 0.55 0.65 0.63
H1697 12 0.96 1.02 1.01
H5343 14 1.04 1.00 1.00
H3518 15 1.02 1.01 0.99
H0669 17 0.69 0.66 0.68
H5241 18 0.64 0.85 0.77
HO017 21 0.55 0.54 0.66
H1155 22 0.56 0.61 0.58
H5113 26 0.55 0.65 0.63
H1191 30 0.61 0.58 0.55
H2016 31 0.54 0.62 0.58
H2044 33 0.55 0.54 0.66
H2726 35 0.69 0.66 0.68
H5629 38 0.56 0.61 0.58
Promedio 0.752 0.792 0.783
Desv. Stand. 0.206 0.192 0.179
PROMEDIO DE LA DOSIS 0.15 mg DE GANARELIX 0.775

GANARELIX

DESVIACION ESTANDAR DE LA DOSIS 0.15 mg DE

0.190
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Anexo 3. Cuadro de resultados

Cuadro 5. Niveles de FSH sanguineo con 0.30 mg de Ganarelix

N° arete N° animal | O horas 1 hora 3 horas
H0250 2 0.96 0.93 1.05
H3661 6 0.97 1.00 0.98
H1513 9 0.99 0.98 0.96
H1198 11 1.03 0.98 0.98
HO0047 13 1.02 0.99 1.04
HO0647 16 1.04 1.00 1.01
H3569 19 0.76 0.70 0.73
H2663 20 0.56 0.56 0.55
H3501 23 0.60 0.59 0.56
HO0082 24 0.60 0.55 0.55
H3771 25 1.04 1.00 1.01
H1026 27 0.97 1.00 0.98
H4404 28 0.55 0.65 0.60
H2967 29 0.60 0.59 0.56
H0292 32 0.55 0.65 0.60
HO0564 34 0.59 0.56 0.56
HO0028 36 0.96 0.93 1.05
HO0647 37 0.64 0.60 0.56
H5472 39 0.54 0.54 0.64
HO086 40 0.59 0.56 0.56
Promedio 0.778 0.768 0.776
Desv. Stand. 0.209 0.200 0.218

PROMEDIO DE LA DOSIS DE 0.30 mg DE GANARELIX 0.774

DESVIACION ESTANDAR DE LA DOSIS DE 0.30 mg DE | 0.206
GANARELIX
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Anexo 6. Cuadro de resultados
Cuadro 10. Numero de cuerpos luteos observados a la ecografia en alpacas
tratadas con 0.15 mg de Ganarelix

a) Numero de cuerpos lateos con aplicacion de hCG

N° arete | N° Cuerpo dia 9 dia 10 PROMEDIO
oD Ol oD |0l OD | Ol |animal

H1874 4 0 0 4 4 2 2 2.00
H3862 5 0 0 3 3| 15| 15 1.50
H5668 7 5 4 6 4| 55 4 4.75
H5296 8 0 0 4 4 2 2 2.00
H0669 17 6 4 6 6 6 5 5.50
H5113 26 0 0 4 4 2 2 2.00
H2016 31 1 1 1 1 1 1 1.00
H2044 33 0 0 5 5| 25| 25 2.50
H2726 35 5 3 6 4| 55| 35 4.50
H5629 38 1 1 1 1 1 1 1.00

Promedio 5.35

Desviaciéon estandar 3.29

b) Numero de cuerpos Iuteos con uso de machos vazectomisados

N° arete N° Cuerpo dia 9 dia 10 PROMEDIO
OoD| Ol | OD |OI |OD| Ol |animal

HO0336 1 3 2 4 2| 35 2 2.75
H3334 3 0 0 1 2| 05 1 0.75
H1290 10 3 2 3 2 3 2 2.50
H1697 12 0 0 4 4 2 2 2.00
H5343 14 1 1 2 1 15 1 1.25
H3518 15 1 1 1 1 1 1 1.00
H5241 18 0 0 4 4 2 2 2.00
HOO017 21 1 1 2 1 15 1 1.25
H1155 22 1 1 2 1 15 1 1.25
H1191 30 1 3 1 3 1 3 2.00

Promedio 3.35

Desviacion estandar 1.59

PROMEDIO DE LA DOSIS 0.15 mg DE GANARELIX 4.35

DESVIACION ESTANDAR DE LA DOSIS 0.15 mg DE GANARELIX | 2.75
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Anexo 7. Cuadro de resultados
Cuadro 11. Numero de cuerpos luteos observados a la ecografia en alpacas
tratadas con 0.30 mg de Ganarelix

a) numero de cuerpos lateos con aplicacion de hCG

N° arete | N° Cuerpo dia 9 dia 10 PROMEDIO
oD Ol oD |0l OD | Ol |animal

HO0250 2 0 0 1 1 0.5] 0.5 {0.50
H3661 6 0 0 2 1 1 | 05|0.75
HO0047 13 1 1 4 1 2.5 1 |1.75
H0647 16 1 1 4 3 25| 2 |2.25
H3569 19 0 1 3 2 15| 1.5 |1.50
HO0082 24 0 0 1 1 0.5 | 0.5 {0.50
H4404 28 2 0 2 1 2 | 05 1(1.25
HO0564 34 0 0 1 1 0.5| 0.5 {0.50
HO0647 37 0 0 3 2 15| 1 |1.25
H5472 39 4 1 2 1 3 1 |2.00

Promedio 2.45

Desviacion estandar 1.60

b) Numero de cuerpos luteos con uso de machos vazectomizados

N° arete N° Cuerpo dia 9 dia 10 PROMEDIO
OD| Ol | OD |0l |OD| Ol |animal

H1513 9 0O 2 |4 1 2 |1.50
H1198 11 0O 3 |4 15| 2 [1.75
H2663 20 0| O 2 |1 1 |05]|0.75
H3501 23 1|10 3 |3 2 |15 |1.75
H3771 25 0 0 2 4 1 2 |1.50
H1026 27 0| 1 1 |3 05| 2 |1.25
H2967 29 1|10 3 |3 2 |15 |1.75
H0292 32 1|0 3 |3 2 | 15 |1.75
H0028 36 0| O 1 |1 0.5| 0.5 |{0.50
H0086 40 0O 1 |1 0.5| 0.5 |0.50

Promedio 2.60

Desviacion estandar 1.27

PROMEDIO DE LA DOSIS 0.30 mg DE GANARELIX 2.52

DESVIACION ESTANDAR DE LA DOSIS 0.30 mg DE GANARELIX 1.43
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Figura 6. Ovario super estimulado, observamos los foliculos super estimulados
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Figura 7. Observacion del ovario super estimulado
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