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RESUMEN

El presente estudio tuvo el objetivo principal de producir ovocitos de llamas
superestimuladas en el ovario. Se utilizaron 28 llamas adultas, que se formaron 4 grupos
de tratamiento, a las que se realizaron la ablacion folicular para sincronizar la onda
folicular. A las 48 h. se administraron la gonadotropina sérica equina (eCG) en dosis de
500 U.l., 750 U.l,, 1000 U.l. y 0 U.I a los grupos I, II, 11l 'y control. Diariamente se
monitoreo el crecimiento folicular hasta que se determiné que al menos 1 foliculo llegue
a un tamafio de >7 mm. A las llamas con foliculos desarrollados se les administr0 8 ug de
GnRH y 26 h después se realizo la aspiracion folicular. Para la aspiracion folicular se
utilizé un transductor transvaginal con su guia de aguja, linea de aspiracion. La aspiracion
folicular se realizd guiada con un ultrasonografo y la coleccion de los ovocitos se hizo
con una presion de 20 mL/min. La evaluacion de los ovocitos se realizd con un
esteroscopio evaluando su morfologia. Para las caracteristicas morfométricas, para los
diametros foliculares (mm); dia “0” (administracion de eCG), dia de aspiracion folicular
(OPU) y tasa de crecimiento (mm/dia) fueron: para el tratamiento de eCG (500 Ul) 1.84
+1.07,6.13+2.07 1.03 £ 0.49; paraeCG (750 Ul) 1.58 +0.62,6.99 + 1.44 ,1.37 + 0.42;
eCG (1000 UI) 1.87 £ 0.93, 8.08 £ 2.29, 1.36 + 0.51 y sin estimulacion 2.29 + 0.44, 7.61
+ 1.0, 10.96 + 0.34 (p< 0.05) respectivamente. Para el nimero de foliculos los
tratamientos fueron: eCG (500 UI) foliculos de 3 a 6 mm 4.4+1.5 y mayores a 7 mm 2.8
+ 1.9; eCG (750 UI) foliculos de 3 a 6 mm 2.2+1.3 y mayores a 7 mm 4.2 + 1.8;
eCG(1000 UI) foliculos de 3 a 6 mm 3.0+1.1 y mayores a 7 mm 7.4 = 1.7 y sin
estimulacion foliculos de 3 a 6 mm 9.2+1.6 y mayores a 7 mm 1.0 (p< 0.05) en todo los
tratamientos. Tasa de recuperacion fue de 42.31%, 50% y 67.86% para los tratamientos
de 500, 750 y 1000 Ul de eCG respectivamente y 50% grupo testigo (sin eCG) y la
categoria de los COCs expandidos, compactos y desnudados en (%) fueron: para el
tratamiento de eCG (500 Ul) 50, 30 y2 0; para eCG (750 Ul) 61.11, 27.78 y 11.11; eCG
(1000 UI) 55.26, 28.95 y 15.79 sin estimulacion 0, 66.67 y 33.33 (p = 0.6576)
respectivamente. En conclusion, a mayor dosis de eCG mayor crecimiento folicular y con

una tasa de recuperacion similar.

Palabras clave: Llama, superestimulacion, foliculo, aspiracion, ovocito.
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ABSTRACT

The present study had the main objective of producing superstimulated llama
oocytes in the ovary. 28 adult llamas were used, which were formed into 4 treatment
groups, which underwent follicular ablation to synchronize the follicular wave. At 48
hours. Equine serum gonadotropin (eCG) was administered in doses of 500 I.U., 750 1.U.,
1000 1.U. and 0 I.U. to groups I, I1, 111 and control. Follicular growth was monitored daily
until it was determined that at least 1 follicle reached a size of >7 mm. Llamas with
developed follicles were administered 8 ug of GnRH and follicular aspiration was
performed 26 h later. For follicular aspiration, a transvaginal transducer was used with its
needle guide, aspiration line. The follicular aspiration was guided by an ultrasonograph
and the collection of the oocytes was done with a pressure of 20 mL/min. The evaluation
of the oocytes was carried out with a stereoscope, evaluating their morphology. For the
morphometric characteristics, for the follicular diameters (mm); day “0” (eCG
administration), follicular aspiration day (OPU), and growth rate (mm/day) were: for eCG
treatment (500 IU) 1.84 + 1.07, 6.13 £ 2.07, 1.03 £ 0.49; for eCG (750 1U) 1.58 + 0.62,
6.99+1.44,1.37+0.42; eCG (1000 1U) 1.87 £ 0.93, 8.08 + 2.29, 1.36 + 0.51 and without
stimulation 2.29 + 0.44, 7.61 + 1.0, 10.96 + 0.34 (p< 0.05) respectively. For the number
of follicles, the treatments were: eCG (500 1U) follicles from 3 to 6 mm 4.4+1.5 and
greater than 7 mm 2.8 + 1.9; eCG (750 1U) follicles from 3 to 6 mm 2.2+1.3 and greater
than 7 mm 4.2 £ 1.8; eCG(1000 IU) follicles from 3 to 6 mm 3.0+1.1 and greater than 7
mm 7.4 £ 1.7 and without stimulation follicles from 3 to 6 mm 9.2+1.6 and greater than
7 mm 1.0 (p<0.05) in all treatments. Recovery rate was 42.31%, 50% and 67.86% for the
treatments of 500, 750 and 1000 1U of eCG respectively and 50% control group (without
eCG) and the category of expanded, compact and stripped COCs in (%) they were: for
the eCG treatment (500 1U) 50, 30 and 2 0; for eCG (750 1U) 61.11, 27.78 and 11.11;
eCG (1000 IU) 55.26, 28.95 and 15.79 without stimulation 0, 66.67 and 33.33 (p =
0.6576) respectively. In conclusion, the higher the dose of eCG, the greater the follicular
growth and with a similar recovery rate.

Keywords: Llama, superstimulation, follicle, aspiration, oocyte.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El sistema de la produccién de los camélidos sudamericanos se realiza en los altos
andes a partir de los 3000 a 4800 msnm, siendo el objetivo principal de su crianza la
produccién de fibra, donde muchos programas enfocan el mejoramiento de la fibra a
través de la introduccién de machos superiores y seleccionados con excelente fibra. La
aplicacion de biotecnologias de reproduccion, tales como la inseminacion artificial y
transferencia de embriones podria rapidamente incrementar el nimero de animales
genéticamente superiores machos y hembras (Miragaya et al., 2005). Entre la técnica de
reproduccion que se aplica en mejoramiento genético en pequefia escala viene a ser la
transferencia de embriones de ovulacion Unica (Pacheco et al., 2016; Perez et al., 2019).
La existencia de otras técnicas de reproduccion aplicada como la aspiracion folicular
guiada por ultrasonografia en camélidos, donde los reportes en la literatura son escasos.
Pero en camélidos sudamericanos se ha iniciado con trabajos de coleccidn de ovocitos
con llamas superovuladas y no superovuladas realizando una coleccion transvaginal, con
el apoyo de equipo ultrasonido, equipado con un transductor lineal de 7.5 MHz (Brogliatti
et al., 2000), demostrando que la técnica es factible para recuperar ovocitos como se

realiza en la especies vacuna y equina.

Posteriormente continuaron trabajos de investigacion donde a las Ilamas
superestimularon con diferentes gonadotropinas y cuando los foliculos tenian diametros
mayores a 7 mm administraron una hormona luteinizante, los ovocitos aspiraron con
ayuda de un ultrasonido equipado con un transductor convexo con 5 MHz, logrando

colectar ovocitos en diferentes estados de maduracion in vivo (Ratto et al., 2005),
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recomiendan los autores que los ovocitos recolectados pueden ser sometidos a una

fertilizacién in vitro.

Finalmente, una investigacion realizada donde las llamas fueron superestimuladas
con gonadotropinas y al final del tratamiento colocaron hormona sintética de liberacion
de gonadotropina, posterior a la aspiracion folicular apoyado con ultrasonido recuperaron
ovocitos maduros y sometieron a la fertilizacion in vitro, logrando embriones en
diferentes estados (Berland et al., 2011), siendo la conclusién de los autores que las

gonadotropinas no afectaron la produccion de embriones.

El propdsito de esta investigacion fue probar tres dosis de la gonadotropina
coridnica equina para superestimulacion del crecimiento folicular en llamas y al final del
tratamiento administrarle una dosis de una hormona de liberacion de gonadotropinas con
los siguientes objetivos 1) evaluar el nimero de ovocitos en cada dosis, 2) evaluar la
categoria a la maduracidn in vivo de los ovocitos posterior a la aplicaciéon de la hormona

sintética de liberacion de las gonadotropinas.

1.1 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.1.1. Objetivo general

Obtener el nimero y categoria de ovocitos por aspiracion folicular de los

ovarios de llamas (vivas) con estimulacion hormonal y sin estimulacion.

1.1.2. Obijetivos especificos

Determinar el nimero de ovocitos de los foliculos de los ovarios de Ilamas
estimulados con 3 niveles de tratamiento con la gonadotropina coridnica equina
(eCG) posterior a la aspiracion folicular por via transvaginal apoyado por un

ultrasondgrafo.
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Determinar la categoria de los ovocitos de los foliculos de los ovarios de
Ilamas estimulados con 3 niveles de tratamiento con la gonadotropina coriénica
equina (eCG) posterior a la aspiracion folicular via transvaginal apoyado por un

ultrasondgrafo.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Al superestimular 7 alpacas con 200 mg de FSH divididas en dosis por 3 dias, 24
h de finalizado el tratamiento aplicaron 1000 U.Il. de Hcg vy el tratamiento de 7 alpacas
con 1200 U.l. de Ecg y el dia 3 aplicaron 1000 U.I de Hcg. La respuesta del ovario,
midieron en numero de foliculos, morfologia de los ovocitos aspirados y la proporcién de
ovocitos madurados. Para la coleccidn de los ovocitos emplearon la técnica quirargica de
laparotomia en las alpacas, donde realizaron la aspiracion folicular con una aguja de 21
G adosado a una jeringa de 20 Ml y reportaron sus resultados: Para el numero de foliculos
mayores a 5 mm 20.0 y 27 para el tratamiento de FSH y Ecg respectivamente;
caracteristicas morfoldgicas pos aspiracion folicular evaluaron como ovocitos con células
expandidas, ovocitos con células compactas y ovocitos desnudados de 11.5, 12.5,1.8 y

8.8, 14.3, 0.1 para los tratamientos de FSH y Ecg respectivamente (Ratto et al., 2007).

En un estudio de coleccion transvaginal y ultraestructura de los ovocitos de
Ilamas, utilizaron 15 llamas de las cuales a 10 no superestimularon el ovario y a 5 llamas
superestimularon con 400 mg de FSH (Folltropin) en dosis divididas por 6 dias y el tercer
dia aplicaron 100 U.l de Ecg. La aspiracion folicular en las llamas superestimuladas fue
el 6 después haber iniciado el tratamiento y en las llamas no superestimuladas en el estado
del desarrollo folicular encontrado. Previamente a la aspiracion folicular examinaron los
ovarios via transrectal con un ultrasondgrafo con un transductor lineal rectal de 7.5 Mhz,
determinaron el nimero y diametro de los foliculos. Ademas, antes de la aspiracion
folicular en todas llamas aplicaron 2 Ml de lidocaina al 2% via epidural. La aspiracién
folicular se realizd con el transductor lineal rectal acondicionado con un mango, el cual

15
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introdujeron por via vaginal hasta la parte craneal de la vagina y con la otra mano via
rectal manipularon el ovario en direccion al transductor. La aspiracion realizaron en los
foliculos >3 mm con una aguja 20 G de 55 cm de largo a una presion aproximada de 150
mmHg (33 MI/min).Lograron en promedio, en llamas superestimuladas 16.8, 7.7 mm, 9.0
y 52%; en llamas sin superestimulacion 4.8, 4.5 mm, 3.1 y 65% de foliculos aspirados,
diametro de foliculos, ovocitos colectados y tasa de coleccion respectivamente; en calidad
de ovocitos reportaron en categorias, en llamas superestimuladas de 45 colectados, de
A=44.4%, B=20%, C=11.1%, D=24.4% vy para llamas no superestimuladas de 31

ovocitos colectados de A=38.7%, B=12.9%, C=12.9%, D=22.6% (Brogliatti et al., 2000).

Después de 5 afios los investigadores retoman estudios sobre la superestimulacion
de los ovarios en camélidos sudamericanos, donde reportan sobre la maduracion in vitro
e in vivo de ovocitos en llamas. A un grupo de llamas realizaron la ablacion de los
foliculos mayores de 5 mm (aspiracion folicular) y a las 48h posteriores, a 18 llamas
iniciaron la superestimulacion ovérica con 25 mg de FSH por 4 dias (2 dosis/dia), 36 h
después del tratamiento aplicaron 5 mg de LH via i.m. Mientras que a otro grupo de 17
Ilamas aplicaron 1000 U.l. de Ecg y a los 4 dias posteriores aplicaron 5 mg de LH. En
ambos grupos de llamas 22 h después de la aplicacion de LH evaluaron por ecografia la
respuesta ovarica e inmediatamente realizaron la aspiracion folicular via transvaginal con
un transductor convexo con 5 MHz a los foliculos mayores a 5 mm y reportaron los
siguientes resultados: Numero de foliculos mayores a 5 mm en sobre el ovario 17.9 y
17.7; tasa de aspiracion 71y 74%; morfologia de los ovocitos con células expandidas 8.3
y 10.6, ovocitos con 3 capas de células 2.1y 0.5, ovocitos desnudados 0.2 y 0.05, ovocitos
desnudados 0 y 0.1 y como ovocitos madurados 6.4 y 8.9 para los tratamientos de FSH y

Ecg respectivamente (Ratto et al., 2007).
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En combinacion de la Ecg y GnRH para la superestimulacion de los ovarios de
Ilamas y posterior recuperacion de los ovocitos emplearon 38 llamas no lactantes, a las
cuales sometieron al control de la dinamica folicular con un protocolo a base de benzoato
de estradiol y progesterona por 5 dias, con la finalidad de suprimir la actividad folicular.
Una vez que sacaron los dispositivos de progesterona iniciaron el tratamiento de
superestimulacion aplicando 3 niveles de Ecg de 500, 1000 U.l. y 1500 U.I a grupos de
Ilamas, 5 dias después de la superestimulacion le administraron una dosis de 8 ug de
GnRH via endovenosa y 20 h més tarde por la técnica quirtrgica de laparotomia
colectaron los ovocitos, reportando los siguientes resultados: las dosis de 500 U.I. de Ecg
no provocaron desarrollo folicular, en las dosis de 1000 y 1500 U.I de Ecg reportaron 8.3
y 15.2 foliculos>7 mm 5 dias después de aplicacion de la Ecg; COCs aspirados 6.9y 12.4;

porcentaje de aspiracion 83.1% y 81.7% respectivamente(Trasorras et al., 2009).

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Anatomia y Fisiologia de los Camélidos Domeésticos Hembra

Los ovarios de las alpacas son de forma irregular (elipsoide y globular) de
dimensiones 1.5 — 2.5 x 1.2 x 1 cm (Fowler, 1998). En las alpacas, los foliculos
ovaricos normales miden entre 5y 12 mm de didmetro, cualquier foliculo més grande
se considera patologico (Sumar, 1996). Los ovarios presentan pequefios foliculos que
por palpacion no son detectables con facilidad (1 a 3 mm). Los pesos de los ovarios
son:2,4+1,39gy1,9+1,0genelovarioizquierdo y derecho respectivamente, cuando
no contiene el cuerpo liteo activo, en cuyo caso el peso se incrementa entre un 60 y
100 por ciento. La bursa ovarica rodea completamente al ovario de dimensiones 2.5

x 2.5 x5 cm (Fowler, 1989).
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El tamafio del oviducto es 20,4 £ 4,2 cm, posee las siguientes caracteristicas:
bastante firme, fino y tortuoso y se detectan generalmente con facilidad entre los
cuernos uterinos y el ovario dentro de la bolsa ovaérica. El Gtero de los CS tiene dos
cuernos separados por un septum y presenta una forma parecida a la letra “Y”. Los
cuernos uterinos estan suspendidos por el ligamento ancho y en las hembras
multiparas el cuerno izquierdo es generalmente mas largo (7,9 £ 1,3 cm) que el cuerno
derecho (7,4 £ 0,9 cm). El cuerpo del utero es relativamente pequefio (3.05 + 0.71
cm) de largo y 3 cm de diametro (Sumar, 1985). Las puntas de los cuernos presentan
una terminacion redondeada y el oviducto se abre en los cuernos uterinos por un

pequefio orificio (papila) el cual actia como un esfinter bien definido (Sumar, 1996).

El cérvix tiene 2-4 cm de didmetro y presenta dos a tres anillos irregulares en
su interior. La vagina de la alpaca mide 13-15 cm de longitud y posee un diametro de
3,5-5 cm. La vulva es pequefia y corta con una abertura vulvar de 2,5 a 3 cm ventral

al ano (Fowler, 1998).

2.2.2. Pubertad

La mayoria de las hembras de camélidos sudamericanos domeésticos,
manifiestan receptividad sexual entre los 12 y 14 meses, a pesar de haberse
evidenciado que la actividad ovarica se da un inicio a edades mas tempranas (Novoa

y col, 1972; Sumar, 1985).

La iniciacion de la pubertad estd dada a las condiciones ambientales,
especialmente al estado nutricional. Asi, la pubertad da inicio cuando la hembra
adquiere el 60% del peso corporal de un adulto, asi alcanzando a 33-36 kg (Sumar,
1985; Smith, 1985). En algunas veces la primera gestacion no se manifiesta hasta los
2 afos de edad, siendo la natalidad media de aproximadamente del 50% de hembras
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en mencion, la mitad de las hembras en algunas veces tienen su primera cria a los 3
afios, hasta los 4 afios de edad el resto de las hembras no tiene (Fernandez-Baca,
1974). Sin embargo, cuando el estado nutricional es adecuado es factible que las
hembras presenten su primera gestacion a los 12 meses de edad, obteniéndose asi una
buena fertilidad (Fernandez-Baca, 1972; Novoa y col, 1972). Asi, se ha evidenciado
que las hembras de un afio, cuyo desarrollo corporal es bueno, se podria obtener
porcentajes de fertilidad del 96.1%, datos similares a las reportados con hembras

adultas (Condorena, 1977).

2.2.3. Estacionalidad reproductiva

las llamas y alpacas que se sitden en su habitat natural en las alturas del Sur
Peruano dan inicio de su actividad reproductiva desde diciembre hasta marzo, debido
a que son los meses més calidos y lluviosos que producen bastante vegetacion verde.
De manera similar sucede en las comunidades campesinas que mantienen en
asociacion a sus animales, es decir machos y hembras, todo el tiempo sin hacer

distincion en su género (San Martin et al., 1968; Fernandez-Baca, 1993).

Sin embargo, parce no tener poco efecto la estacion del afio, en cuanto a las
tasas de ovulacion, fertilizacion y supervivencia embrionaria (Fernandez-Baca et al,
1992a). también otros autores indican que las alpacas y llamas no tienen la

estacionalidad reproductiva definida.

Con respecto a los establecimientos que mantienen a los machos separados de
las hembras, estos suelen manejar por conveniencia los mismos meses como época
de reproduccién de los animales; sin embargo, esta separacion de los animales permite
que la conducta sexual del macho no se vea inhibida y por lo tanto son activos

sexualmente todo el tiempo (Sumar, 1985); generando asi que los nacimientos puedan
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no solo de forma estacional (San Martin et al., 1968). Aun asi, no se sabe cual es el
factor responsable del efecto inhibitorio en el macho, el cual se puede ver atribuido a
los cambios de temperatura, humedad, luz, suplementos alimenticios, estimulos
visuales u olfatorios; siendo el mas importante el manejo y el tipo de crianza. Pese a
todo esto, debemos tener en cuenta que la conducta sexual, tasa de ovulacion,
fertilizacion y sobrevivencia embrionaria es indistinta a lo largo del afio, tanto en los
8 meses establecidos para época de reproduccion como en los que no (Fernandez-

Bacaet al., 1972).

2.2.4. Onda folicular en camélidos

Los camélidos sudamericanos tienen la caracteristica de poseer una actividad
ovarica que ocurre en ondas de crecimiento y regresion folicular; es decir, la onda
folicular presenta fases de emergencia, seleccion, crecimiento, estatica y regresion.
Se indican periodos variables de la onda folicular en llamas que van desde 12 hasta

24 dias (Tibary, 2017).

Los patrones del desarrollo folicular en Ilamas en ausencia de un estimulo de
ovulacion se caracterizan por ser continuas con ondas sobrepuestas (over lapping)
entre ellas, con duraciones de 20 dias, determinado por via transrectal y de 22.5 dias
por via transvaginal (intervalo inter onda) (Uri Pérez et al., 2021). Datos que difieren
a los reportados por Bravo et al. (1990) con similitud en la mayoria de estudios en
Ilamas (Adams et al., 1990; Chaves et al., 2002; Cavilla et al., 2013). Estas ondas
corresponden a la renovacion continua en el desarrollo de foliculos, tal y como ha
sido reportado en estudios en alpacas, vicufias y guanacos (Vaughan, 2001; Miragaya
et al., 2004; Riveros et al., 2010; Hancco et al., 2015). La variabilidad en la duracion

del intervalo inter onda en las llamas evaluadas se debe a que mientras un FD esta en
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fase de regresion, otro grupo de foliculos esta desarrollando para convertirse en el
nuevo FD. Este fendmeno provoca que las hembras sean receptivas la mayor parte del

tiempo (Bravo et al., 1990; Cavilla et al., 2013; Vaughan y Tibary, 2006).

La onda folicular se inicia con el desarrollo de foliculos reclutados. En este
caso, el N° de foliculos/cohorte fue de 5.21 y 6.38 para las evaluaciones via transrectal
y transvaginal respectivamente (p=0.0011). Mediante el uso del transductor
endocavitario transvaginal se pudo observar un mayor namero de foliculos dado su
mayor area de contacto, imagenes mas amplias y de mayor calidad (Uri Perez et al.,
2021). estos datos difieren a otros reportes que indican entre 8 a 10 foliculos/cohorte
de 2 a 3 mm en llamas y alpacas (Adams et al., 1990; Vaughan et al., 2004). El
desarrollo de foliculos pequefios esta asociado a un aumento y disminucion inmediata
de FSH, en tanto que el namero de foliculos reclutados depende del tamafio de la
reserva ovarica, por lo menos en el bovino (Adams et al., 1992; Cushman et al., 1998).
Sin embargo, no se dispone de informacion precisa sobre la secrecion de

gonadotropinas durante las ondas foliculares en camélidos sudamericanos.

El diametro mé&ximo del foliculo fue de 12.49 mm para la ecografia transrectal
y de 13.56 mm para ecografia transvaginal, sin diferencias significativas entre estos
procedimientos. (Uri Perez et al., 2021). Valores obtenidos que superaban ligeramente
a otros reportes (Bravo et al., 1990; Chaves et al., 2002; Cavilla et al., 2013) con

similitud al reporte de Adams et al. (1990).

Algunas caracteristicas como alternancia del funcionamiento ovarico, siendo
de 52.6% para el ovario derecho y 47.4% para el izquierdo; la presencia de foliculos
de mayor tamafio (>20 mm) con relacion al total de foliculos dominantes fue de

10.5%, y la sobreposicion de ondas foliculares estuvo presente en 36.8% del total de

21

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ondas evaluadas. Asimismo, el 10.5% de las ondas tuvieron un comportamiento de
codominancia (crecimiento de dos foliculos diferenciados de los demas al mismo
tiempo) (Uri Perez et al., 2021). También fue reportado esta caracteristica en otras
investigaciones en camélidos (Bravo et al., 1990; Chaves et al., 2002; Vaughan, 2011;

Cavilla et al., 2013; Hancco et al., 2015).

2.2.5. Ovulacién

Este mecanismo endocrino se refiere a un proceso de ruptura de la pared
folicular y luteinizacion del foliculo preovulatorio y la expulsion del ovocito para que
llegue a la a ser fecundado. En rumiantes es debido al pico preovulatorio de LH
constituido por una retroalimentacion positiva del estradiol (E2) a nivel del
hipotdlamo, que es estimulado a su vez una mayor liberacion de la GnRH hacia la
hipofisis, con lo cual genera mayor liberacion de gonadotropinas. A la pre ovulacion
la membrana basal del foliculo ovulatorio empieza el adelgazamiento y
desintegracion, por lo cual la teca y granulosa sufren un proceso de separacion. Por
ultimo, se reorganizan estas células, de tal manera que se da la formacion de pequefias
células luteales y las células luteales grandes respectivamente formandose el cuerpo

luteo, encargado de la liberacion de progesterona (Senger. 2005).

La induccion de la ovulacion en los camélidos sudamericanos se hizo estudios
a través de la aplicacion de hormonas exdgenas, que administrando por via parenteral
de 1000 U.I. de Hormona Corionica Humana (hCG), determinaron que la ovulacion
se produce a las 24 horas post aplicacidon (San Martin et al., 1968), la administracion
de 8 ug de buserelina via intramuscular (Bourke et al., 1992) y de 2 a 5 mg de LH
(Taylor et al., 2000), inducen la ovulacion a las 30 horas post aplicacién

aproximadamente.
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El mecanismo de ovulacién en los camélidos se inicia con la intromision del
pene durante la copula que por via refleja inicia la ovulacion desencadenando la
secrecion endocrina, que se relaciona con los niveles de LH y la ovulacion siguiente,
donde picos de LH se incrementan a los 15 min, contindan estos picos hasta las 2 hy

declinan 7 h después de la monta (Bravo, 1990).

Se reportaron ovulaciones espontaneas de 5%, habiéndose encontrado con
mayor frecuencia durante el postparto. A un no se conocen los mecanismos por el
cual se producen, pero se reportan que los causantes de cuyo fenémeno son los

estimulos fisicos, auditivos, olfatorios o visuales (Fernandez-Baca, et al., 1970b).

En alpacas y llamas se determind que el foliculo dominante >7 mm es el
tamafio minimo para que ocurra ovulacién. Cuando se tubo foliculos pequefios (4 a 6
mm) hubo un incremento ligero en los niveles plasmaticos de LH (29.1 21 ng/mL/h)
luego de la copula, pero no ovularon. Los foliculos en fase de crecimiento, estatica y
regresion (7 - 12 mm) tuvieron una mejor descarga de LH (62.4, 55.1, 63,7 ng/mL/h
respectivamente). Ademas, se determind que las llamas tengan mayor liberacién de
LH post-copula comparado con la alpaca. Por el contrario, las concentraciones de
FSH no fue afectado por la copula que tuvo un promedio de 0.96 ng/mL en niveles
plasméticos. Otro dato de este experimento fue que los foliculos que estaban en
regresion llegaron a luteinizarse, mas no ovular. Esta estructura luteal formada tuvo
una vida media de 5 dias, por lo tanto, hubo un retraso del inicio de un nuevo foliculo

dominante de 5 a 7 dias (Bravo et al., 1991).

2.2.6. Superovulacion

La superovulacion consiste en inducir el crecimiento, maduracion y ovulacion
de un gran numero de foliculos simultaneamente (Miragaya et al. 2005). Para obtener
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la superovulacion es necesario comenzar con tratamiento hormonales en la ausencia
de foliculos mayores a 7 mm (foliculo dominante) (Bourke et al., 1995). Sin embargo,
la respuesta a estos tratamientos es variable, lo cual se transforma en una falta de
previsibilidad y constituye uno de los factores limitantes de la técnica (Looney, 1986;

Hahn, 1992).

2.2.7. Hormonas para provocar superovulacion

En los camélidos la superovulacion consiste en administrar glicoproteinas con
funciones de FSH y LH como la gonadotropina cori6nica equina (eCG) y
gonadotropinas foliculo estimulante de origen porcina (pFSH) (Miragaya et al.,

2005).

Para iniciar la superovulacion en camélidos se siguen diferentes protocolos y
que la induccién de superovulaciéon debe de iniciarse en la primera fase de la onda
folicular (crecimiento folicular) y para obtener esta emergencia folicular los autores

aplicaron diferentes estrategias como:

2.2.7.1. Superovulacion en la fase luteal natural

Al foliculo dominante se le induce la ovulacion administrando
gonadotropina coriénica humana (hCG) o un anélogo de la gonadotropina de
liberacion de las gonadotropas (GnRH); a los 7 dias post ovulacion se 1000 U.I.
de gonadotropina coriénica equina (eCG) y el dia 9 se administra PGF2a para

inducir la lutedlisis (Bourke et al., 1992).

2.2.7.2. Superovulacién en una fase luteal inducida

La progesterona administrada en llamas aparentemente inhibe el desarrollo
folicular temporalmente y de esta forma se inicia una nueva onda folicular
aproximadamente 7 dias después de haber iniciado el tratamiento (Alberio y Aller,
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1996; Chaves et al., 2002). Este tipo de tratamiento genera una fase luteal inducida
(artificial) se pueden utilizar diferentes dispositivos vaginales que contengan
progesterona y liberen por el espacio que dure el tratamiento o también se pueden
utilizar implantes de progesterona. En llamas con implantes insertados deben
permanecer por un periodo de 7 dias y administrar 1000 U.I. de eCG respondiendo
con el crecimiento de 6.1 de foliculos (Bourke et al., 1992). Con el mismo
protocolo, pero aplicando un dispositivo intravaginal CIDR resulta con la misma
proporcién del crecimiento folicular (Bourke et al., 1992). De forma parecida
insertando el dispositivo CDR en llamas por 5 dias y administrando 500 U.I. de
eCG al final del tratamiento con la extraccion del dispositivo se logra un
crecimiento promedio de 5.2. foliculos (Chaves et al., 2002). Con el mismo
protocolo de sincronizacion de la onda folicular donde se le administro 500 U.I.
de eCG y adiciono la administracion de pFSH (500 mg) por 4 dias en dosis
decrecientes, provocaron un crecimiento de 5.9. foliculos en llamas (Aguero et al.,
2001). Realizando una variacion en el mismo protocolo en llamas con la
administracion de una inyeccion de benzoato de estradiol al inicio del tratamiento
y permaneciendo por 8 dias el CDR y administrando al momento de sacar el
dispositivo vaginal 1200 U.l. de eCG desarrollaron 4.2 foliculos (Aller et al.,

2002D).

2.2.7.3. Superovulacion con el inicio de la onda folicular

La técnica consiste en realizar un seguimiento ecogréfico diario al foliculo
dominante hasta determinar un tamafio menor a 7 mm, luego es iniciar la
superovulacién administrando gonadotropinas (Aller et al., 2002; Carretero et al.,

2010; Trasorras et al., 2009).

25

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamen

e esta tesls



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Miragaya et al. (2006) reportaron que iniciar el tratamiento en presencia de un

foliculo mayor a 5 mm induce el crecimiento de ese Unico foliculo.

2.2.7.4. Superovulacién con sincronizacion de la onda folicular por ablacion
Es un método mecénico, en donde se realiza la aspiracién de todos los
foliculos mediante ultrasonografia transvaginal, 1o que resulta en el comienzo
sincrénico de una nueva onda folicular 1,5 dias mas tarde (Bergfelt et al., 1994).
La ablacion folicular es un método eficaz para sincronizar la onda folicular y se
comienza el tratamiento superovulatorio 1,5 a 2 dias después (Bergfelt et al.,
1997), pero tiene como desventaja que se requiere de un equipo sofisticado
(ecografo con transductor micro convexo, bomba de vacio, etc.) y ademas de una
persona con los conocimientos necesarios para llevar adelante la técnica.
En llamas al realizar la aspiracion o ablacion de los foliculos > 5 mm permite una
sincronizacién de la onda folicular con una nueva emergencia después de 2 dias
después de la aspiracion del foliculo dominante (Ratto et al., 2003).
2.2.7.5. Superovulacion con sincronizacion de la onda folicular por ruptura
manual
La ruptura manual del foliculo dominante en forma manual también es un
método para sincronizar el inicio de una nueva onda folicular y el tratamiento se

inicia inmediatamente a la ruptura folicular (Sansinena et al., 2003, 2007).

2.2.8. Maduracion in vivo del ovocito (ovulacion)

Durante el proceso de ovulacion el ovocito madura y con la ovulacion
culminada se obtiene un ovocito maduro, también denominado ovocito en metafase
Il u ovulo maduro. La ovulacién se inicia con la regresién del cuerpo luteo,

decrecimiento de los niveles de progesterona y la elevacion de los niveles de

26

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

estrégenos por secrecion del foliculo, pero-ovulatorio, donde estos estrogenos
estimulan las secreciones de grandes cantidades de GnRH (hipotalamo) y que a la
vez estimulan en la hipéfisis oleadas de grandes volumenes y frecuencia de LH. Las
oleadas de LH promueven el crecimiento final del foliculo preovulatorio a un tamafio
de foliculo de ovulacion. Con el méaximo tamafio del foliculo, de secrecién de
estrégenos altos e inhibina se despliega el comportamiento del celo en la hembra 'y
la culminacién de la ovulacién del foliculo pre-ovulatorio resulta en la liberacién del

ovocito maduro listo para la fertilizacién (Whitfield, 2018).

Durante las oleadas de LH a través de varios procesos actua sobre los ovocitos
que estan dentro los foliculos terciarios (foliculo pre-ovulatorio), que estan detenidos
en la primera meiosis metafase | en estado de profase I, debido a que las células de
la granulosa secretan altos niveles de adenosisna monofosfato (CAMP), responsable
de inhibir la actividad de factor de maduracién del ovocito (MPF). Para la
maduracion del ovocito en cada ciclo reproductivo (celo de la hembra se tiene un
foliculo preovulatorio), sobre este foliculo actian las oleadas de la hormona
luteinizante (LH) que reduce la actividad de secrecion de las células de la granulosa
el cual conduce a la disminucion del CAMP y a la vez se incrementa el factor de
maduracion del ovocito (MPF) que reinicia la meiosis terminado en la maduracion
del ovocito en metafase Il u ovulo maduro y el evento concluye con la ovulacion
(Straczynska et al., 2021). Las oleadas de LH al inicio del celo en la hembra reinician

la meiosis induciendo la maduracion del ovocito (Jianzhen et al., 2015).

2.2.9. Funcidn de la GnRH anélogo en la maduracion in vivo de los ovocitos

Los analogos de GnRH administrados en las hembras en celo inducen a la

liberacion de la hormona luteinizante (LH) suficiente para desencadenar la
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ovulacion. Consecuentemente como agente farmacoldgico produce una alteracion en
la secrecion de FSH y LH, esta variabilidad de respuesta entre animales se debe al
estado fisiologico y el tiempo de aplicacién como en el celo, prefiéz o post parto
(Thatcher et al., 1993; Picard-Hagen et al., 2015). Los pulsos de LH iniciados antes
de la ovulacién, donde los ovocitos dentro los foliculos terciarios estan detenidos en
la primera meiosis en estado de profase I, debido a que las células de la granulosa
secretan altos niveles de adenosina monofosfato (CAMP), responsable de inhibir la
actividad de factor de maduracion del ovocito (MPF). Para la maduracion del ovocito
en cada ciclo reproductivo (celo de la hembra se tiene un foliculo preovulatorio),
sobre este foliculo actuan las oleadas de la hormona luteinizante (LH) que reduce la
actividad de secrecidn de las células de la granulosa el cual conduce a la disminucién
del cAMP y a la vez se incrementa el factor de maduracion del ovocito (MPF) que
reinicia la meiosis terminado en la maduracion del ovocito en metafase Il u ovulo
maduro y el evento concluye con la ovulacion (Straczynska et al., 2021). Las oleadas
de LH al inicio del celo en la hembra reinician la meiosis induciendo la maduracién
del ovocito (Jianzhen et al., 2015). La ovulacion y en el tiempo seguido a GnRH en
el inicio del estro influencia la liberacion de LH, el pulso de LH frecuente, incrementa
la progesterona y subsecuentemente las concentraciones de progesterona (Fields et

al., 2009).

2.2.10. Accion de la hormona coridnica 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 ovulacion, estableciendo asi la base

del tratamiento superovulatorio. Esta hormona es una glucoproteina presente en
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grandes cantidades en el suero de yegua entre los dias 46 y 130 de gestacion y
presenta en una misma molécula actividades bioldgicas propias de la FSH y de la
LH (Papkoff, 1978; Gonzalez-Mencio y col, 1978). Los preparados comerciales
se obtienen a partir de la purificacion del suero recogido a yeguas gestantes y su
posterior liofilizacion. Su potencia se expresa en unidades internacionales, siendo
la actividad gonadotréfica especifica de 1 Ul igual a 0,25 mg de una preparacién
estandar mantenida por la Organizacion Mundial de la Salud. La molécula esta
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 &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 persistir hasta 10 dias
(Schams y col, 1978). Esto permite inducir la respuesta superovulatoria con una
Unica administracion, habiéndose demostrado que las administraciones maltiples

no mejoran la tasa de ovulacion (Hafez y col, 2002).

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 Ilamas
sometidas a la estimulacion ovarica con eCG, iniciando el tratamiento durante la
emergencia de las ondas de crecimiento folicular, se comprueba que en las llamas
se produjo el desarrollo de 12,8,4 foliculos y 8,1 cuerpos lGteos, mientras que en
las alpacas solamente se desarrollaron 7,5 foliculos y 5,9 cuerpos lateos (Huanca
y col, 2006). La dosis de eCG mas adecuada para conseguir la superovulacién en
las alpacas ha sido establecida entre 500 y 750 Ul, seguida de 750 Ul de hCG para

inducir la ovulacion (Novoay col, 1999). El empleo de dosis superiores determina
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un considerable incremento de la frecuencia de aparicién de foliculos quisticos

(Bravo y col, 1995c).

2.2.11. Morfologia del ovocito maduro

La maduracion del ovocito de bovino es entre 24 a 26 horas para pasar de
ovocito | a ovocito I, por el reinicio de la meiosis (Gordo et al., 2001). A las 9-
12 horas después del pico de LH la membrana nuclear se rompe; 15 horas después
del pico de LH el nimero y tamafio de las gotas lipidicas se incrementan y las
mitocondrias se colocan alrededor de las gotas lipidicas y en este conglomerado
tienden a distribuirse a través del citoplasma, numerosos ribosomas han aparecido
especialmente alrededor de los cromosomas y la cantidad de aparatos de Golgi
han decrecido; el ovocito en metafase Il (ovulo maduro) esta aproximadamente a
las 24 horas después del pico de LH la gran cantidad de granulos corticales son
distribuidas en la periferia del citoplasma, las gotas lipidicas y las mitocondrias se
unen mas en la parte central del citoplasma, en la zona periférica se tiene grandes
cantidades de reticulo endoplasmatico liso, los aparatos de Golgi estan ausentes y
finamente se expulsa el segundo corpusculo en el espacio perivitelino y asi es
liberado el ovocito maduro u ovulo durante la ovulacion y esta listo para la

fertilizacion (Hyttei et al., 1997).

2.2.12. El foliculo

Es la unidad estructural y funcional de los ovarios. La foliculogénesis se
define como el proceso de formacion, crecimiento y diferenciacién folicular,
abarca desde un estadio de foliculo primordial hasta el foliculo preovulatorio
(Gigli, Russo, & Agtero, 2006). Los foliculos se clasifican en primordiales,

primarios, secundarios y terciarios de acuerdo a las caracteristicas histologicas de
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las células de la granulosa que rodean al ovocito y al grado de maduracion del
mismo, en la vida fetal se produce la diferenciacion de los foliculos primordiales
y secundarios debido a que la primera activacion folicular es en principio
dependiente de factores de crecimiento, mientras que la activacion de los foliculos
terciarios ocurre en forma de ondas y es gonadotrépica dependiente. Varios
foliculos comienzan a crecer simultaneamente hasta que uno de ellos se diferencia
en dominante y los demas se atresian o inhiben su desarrollo (Gigli, Russo, &

Aglero, 2006).

2.2.13. Aspiracion folicular

La aspiracion folicular es una técnica desarrollada en humanos que
consiste en realizar la aspiracion folicular percutanea guiada por ultrasonografia
(ecdgrafo) bajo anestesia local y ofrece una alternativa atraumatica y econémica;
método para la recoleccion de ovocitos para la fertilizacion in vitro (Lenz and
Glen, 1982). La aspiracion transvaginal folicular en vacas se inici6 en 1988, donde
a la vaca se vacia las heces, se higieniza la region perianal, se le coloca un
tranquilizante por via endovenosa, ademas una anestesia epidural de 5 mL al 2%,
se coloca al animal dentro un brete para evitar su movimiento. Un ultrasonido con
transductor sectorial vaginal es usado con una frecuencia de 5 MHz, a lo largo del
eje del transductor se coloca un soporte con canal 50 cm de largo, que sirve de
guia para la una aguja (0.8 a 10 mm de diametro), a la aguja se conecta una linea
de aspiracion y es conectada a una bomba de aspiracion de 30 a 40 mL por un
minuto. El operador guia al transductor armado por la vagina y con la mano que
esta en el recto retrae el ovario frente al transductor y que se visibiliza al foliculo

como un cuerpo redondo y anecogénico, se punza con la aguja y al mismo tiempo
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se succiona con la bomba se aspiracion, recolectando el fluido folicular dentro un
vial, asi sucesivamente los demas foliculos, finalmente en el laboratorio se

observa la presencia de los ovocitos (Pieterse et al., 1988).

2.2.14. El Ovocito

Los ovocitos son distintos a otras células del organismo, poseen la
capacidad de convertirse después de la fecundacion en célula totipotente. En
diferentes tipos de mamiferos existen ajustes en el tiempo de desarrollo del
ovocito. Sin embargo, conservan los procesos basicos que gobiernan la
diferenciacion celular, fertilizacion y embriogénesis (Plant & Zeleznik 2015). Con
respecto a la estructura del ovocito, los estudios de microscopia electronica
definieron en gran medida la distribucion de los organulos desde la linea germinal
(Figura 1) hasta el desarrollo del embrién (Nicosia et al., 1977).

Figura01.  Estructura del ovocito.

(A) representa la organizacién general de los organulos en un foliculo primario; El diagrama

esquematico (izquierda) indica el nlcleo centralizado y la agregacion de organulos conocidos como el
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cuerpo de Balbiani (asterisco). La derecha es una micrografia de inmunofluorescencia que ilustra la
concentracion del marcador especifico de células germinales VASA dentro del cuerpo de Balbiani
(verde) ubicado al lado del nucleo del ovacito (rojo). Tras la activacion, los ovocitos entran en la fase
de crecimiento de la ovogénesis (B). (B) resume las principales caracteristicas ultraestructurales de un
ovaocito en crecimiento dentro de un foliculo pre antral observando el ensamblaje de la capa extracelular
0 zona pelicida, el nucleo agrandado o la vesicula germinal con nucléolos prominentes (NO),
complejos de Golgi subcorticales con granulos corticales asociados, abundante perinuclear
mitocondrias y la elaboracion de microvellosidades en la membrana plasmatica de los ovocitos que
interactdan con las proyecciones de células somaticas conocidas como procesos trans zonales (Plant &

Zeleznik 2015).

2.2.14.1. Evaluacion morfologica del ovocito

A. Complejo camulo-ovocito (COC)

Se evalia los COC mediante un sistema de puntuacion sobre la
expansion del cimulo, se ha encontrado que una alta densidad del cimulo se
relaciona con una disminucién en la madurez del ovocito. Ademas, la presencia
de coagulos sanguineos se asocia con una granulacion central densa y tiene un

efecto negativo sobre la tasa de fertilizacion (Thomas Ebner et al. 2008).

B. Zona pelucida

Los criterios de evaluacion de la zona pellcida son: oscurecimiento,
grosor, birrefringencia y cambios estructurales. Se cree que el oscurecimiento
de la Zona peldcida no influye en la tasa de fertilizacion, calidad del embrion 'y
tasa de implantacién. La Zona pellcida delgada se relaciona con alta tasa de
fertilizacién. La alta birrefringencia se relaciona con la calidad del ovocito y

una baja birrefringencia se relaciona con mayor tasa de abortos espontaneos. La
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Zona peldcida fragmentada se considera. inadecuada para el tratamiento de ICSI

(Loutradis et al. 1999).

C. Espacio perivitelino

Los criterios de evaluacion mas importantes del espacio perivitelino son:
tamafio y la presencia de granulos. Aumento de tamafio en el espacio
perivitelino se asocia con una baja tasa de fertilizacion, pero con una mejor
calidad embrionaria. La presencia de granulos gruesos en el espacio perivitelino

se asocia con baja tasa de implantacion y de embarazo (Rienzi et al. 2008).

D. Morfologia del primer cuerpo polar

Los criterios de evaluacién mas importantes en la morfologia del primer
cuerpo polar (PB1) son: fragmentacion, tamafio y superficie. EI PB1 grande o
degenerado se relaciona con tasas de fertilizacion disminuida, pero no se mostro
ninguna correlacién en la morfologia pronuclear o de la calidad del embriéon. La
superficie rugosa, fragmentada o agrandada se correlaciona con una baja tasa

de fertilizacion/calidad del embridn (Navarro et al. 2009).

E. Forma del ovocito

Los criterios de evaluacion més representativos en la morfologia del
ovocito son: la forma y el tamafio. Los ovocitos ovoides se relacionan con un
retraso en la implantacion (Ebner et al. 2008). Los ovocitos de gran tamafio se
relacionan con mayor probabilidad de obtener embriones triploides a pesar de

su desarrollo in vitro normal (Balakier 2002).
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F. Apariencia del citoplasma

Los criterios de evaluacion mas importantes en la apariencia del
citoplasma son: color y granulacion. Los ovocitos con citoplasma oscuro se
relacionan con embriones de menor calidad. Granulacion periférica difusa en el
citoplasma se relaciona con morfologia pronuclear alterada. Sin embargo, en
otro estudio se observéd que cualquier tipo de granulacion en el citoplasma se
asocia a alta tasa de fertilizacién en comparacion a los ovocitos con ausencia de

granulos (Wilding et al. 2007).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 AMBITO EXPERIMENTAL

El trabajo de investigacion se realizd en las instalaciones pertenecientes al
Laboratorio de Reproduccion Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria'y Zootecnia,
de la Universidad Nacional del Altiplano - Puno, a una altitud de 3824 m con
15°4920.4“latitud Sur y 70°01°07.3“longitud Oeste, con una temperatura ambiental que

oscilo de -2 a 20 °C y una humedad relativa que varia entre 36 a 55%. (SENAMHI, 2019).

3.2 ANIMALES

Para el estudio se utilizaron 28 llamas hembras adultas con edades entre 4 a 7
afios, multiparas, sin crias en pie y con estado corporal media de 2.8 (Australian Alpaca
Association, 2008). Los animales utilizados fueron provenientes del CIP-LA RAYA. La

distribucion de las llamas se hizo de la siguiente manera:

Tabla 1. Distribucion de las llamas para la superetimulacion de los Ovarios y coleccién
de ovocitos con diferentes cantidades de eCG.

500 U.I. Ecg 750 U.1 eCG 1000 U.1. eCG Control sin eCG
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
NUmero de NUmero de NUmero de NUmero de
ovocitos y ovocitos y ovocitos y ovocitos y
categoria categoria categoria categoria

3.3. MANEJO DE LOS ANIMALES

Las llamas fueron alimentadas con pastos naturales y cultivados existentes en la
ciudad universitaria y suplementados con heno de avena todos los dias, agua ad libitum,

pernoctando en cobertizos y corrales.
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El estudio se realiz6 en la época reproductiva del 2020.

3.4. DURACION DEL ESTUDIO

El estudio se realizé desde 1 de marzo del 2020 hasta el 20 de junio del 2020.

3.5. METODOLOGIA

3.5.1 Preparacion de los animales

La sujecion y preparacion de las llamas se realizd tomando las referencias

de Hancco et al. (2015).

Cada uno de los procedimientos que se describen a continuacién fueron
aplicados antes de iniciar las evaluaciones ultrasonogréficas, ablacion folicular y
aspiracion folicular transvaginal (OPU) como corresponde a cada técnica

empleada.

o Dias previos a la ejecucion del trabajo las llamas fueron entrenadas al flujo
de manejo (etapa de acostumbramiento) como el ingreso al area de espera
luego a area de acografias.

e Seingreso a una llama al area de ecografia en donde se hizo la sujecion y
la inmovilizacion con el uso de 2 sogas de 2.5 metros amarrandoles las
extremidades posteriores y anterior hacia su cuerpo quedando asi el animal
en el piso en posicion de cubito ventral, enseguida se cubrié los ojos con
una venda.

e Se le subi6 a una camilla a la Ilama para poder subirla con facilidad a la
mesa de exploracion para la evaluacién ultrasonografica, enseguida fueron
aseguradas con fijadores (correas), estos disefiadas para los camélidos

domeésticos.
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Luego se introdujo en el recto una mano izquierda enguantada y lubricada
con mucilago de lino (linaza), la mano en forma de cono y se evacuo
suavemente el contenido fecal con los dedos.

e Enseguida se procedio a la higienizacion de la region perineal y 6rganos
genitales externos con agua y jabon carbélico y papel toalla.

e Se deposito mucilago de lino en el recto para luego también introducir el
transductor lineal para realizar la evaluacion ultrasonografica de los
ovarios. Fue replicado en cada Ilama todos estos procedimientos.

e Para la realizacion de la ablacion folicular o aspiracion folicular

previamente se higienizo con agua, jabdn carbélico y se desinfecto con

clorhexidina al 2% la zona perineal y genital externo antes de la

introduccidn del transductor micro convexo endocavitario por via vaginal.

3.5.2. Evaluacion de la estimulacién Ovéarica

Sincronizacion de la emergencia folicular.

e Las llamas fueron colocadas en posicion dectbito ventral sobre una mesa
de exploracién, luego fueron fijadas con correas disefiadas para los
camelidos domésticos.

e Enseguida se aplicd la anestesia epidural baja (lidocaina al 2%) en una
dosis de 2.5 ml.

e Luego laevacuacién de heces e higienizacidn perineal y genitales externos
descritas ya anteriormente.

e Posteriormente se procedio a realizar la ablacidon folicular (fue considerado
como el dia -2 antes de aplicar los protocolos. Ver Figura 01) que consistio

en la aspiracion de los foliculos > Smm con la finalidad de sincronizar la
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emergencia de la onda folicular siguiente, con una guia de ultrasonido
transvaginal en modo B a 6.5 MHZ (Sonostar SS8®) y una aguja de
20Gx1.5” seglin recomendacion de diversos autores (Berland et al., 2011,

M. H. Ratto et al., 2003; Santi Quispe, 2018).
3.5.3. Protocolo de multi ovulacion a diferentes dosis de eCG.

A las 48 horas después de la ablacidon folicular se realizé el monitoreo de
los ovarios, observandose el inicio de una nueva onda folicular, en ese momento
fue aplicado (dia 0) la Gonadotropina coridnica equina (eCG:Novormon®) en tres
dosis de 500, 750 y 1000 unidades internacionales (Ul) por cada animal la
administracion de la hormona fue por via intramuscular (IM.), haciendo una
previa distribucion al azar de 7 llamas por cada tratamiento. (Ratto et al., 2005).

Figura02.  Protocolo de tratamiento hormonal usado.

Ablacion mediante Administracion de 18 ),
aspiracion folicular a .
% = . - GnRH 8 tati
foliculos de 5 mm Administracion de do b“:'i%:l?;a :
¢CG de 500,750 y Aspiracién de Evaluaciones
' 1000 UL ovocitos (OPU) ecograficas
| | :
[ A
1

Dias
2

N ]

Evaluaciones Evaluaciones
ecograficas  ecograficas

Evaluaciones
ecograficas Coleccion y
evaluacion de
ovocitos.

Evaluaciones
ecograficas

Dia -2 (indica dos dias antes de la administracion de eCG) Se realiz6 la evaluacion
ovarica por via transvaginal y la aspiracién de los foliculos (ablacion) mayores de
5 mm,

Dia 0: Se administro la hormona gonadotropina coridnica equina (eCG) de
acuerdo a los tratamientos: T1: 500 Ul, T2: 750 Ul, T3: 1000 Ul por via intra

muscular.
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Dia 4: después de las evaluaciones ecograficas cuando los foliculos se
encontraron con un tamafio mayor a 7 mm, se les administré a las llamas la
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) Sintética, con una dosis de 8
ug (2ml) por via endovenosa (vena yugular).

Dia 5: después de 22 horas de administracion de GnRH se realizo la coleccion de

ovocitos por aspiracion folicular (OPU) (Ratto et al., 2005; Trasorras et al., 2009).

3.5.4. Morfometria ultrasonogréfica folicular.

La evaluacion de las caracteristicas morfometricas foliculares se realizd
mediante el monitoreo ecogréfico trans rectal de ambos ovarios, en dias alternos
para lo cual se usé un ecografo Sonostar SSR® (Sonostar Thecnologies, China)
equipado con un transductor lineal rectal E7140 a una frecuencia de 6.5 MHz. Las
imagenes se analizaron en modo 2B, y fueron almacenados en el equipo para la
observacion de las estructuras morfométricas siguientes:

¢ N° de foliculos; fue registrado aquellos foliculos con didmetros entre 2 y
3 mm (dia 0) a los dos dias posteriores de la ablacién folicular, también al
momento de la aspiracion folicular contabilizando el ndmero total de
foliculos presentes en cada ovario.

e Diametros foliculares; fueron evaluados midiendo por el interior de las
paredes de los foliculos de diversos didmetros al momento de aplicacion
de la eCG y antes de iniciar con la aspiracion folicular.

e Tasa de crecimiento; se determind en mm/dia, resultado que se obtuvo
de la diferencia de los diametros obtenidos en cada tratamiento el dia de
aspiracion folicular menos los didmetros obtenidos el dia “0” divido entre

seis que fue el tiempo de duracion del proceso de crecimiento folicular.
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3.5.5. Aspiracidn folicular transvaginal u ovum pick up (OPU).

El proceso de la aspiracion folicular se realiz6 con un equipo ultrasonografico
Sonostar SS8® equipado con un transductor micro convexo transvaginal a 6.5
MHz en modo B.

e Se alisto todos los materiales de aspiracion sobre una mesa en donde se
ubican los materiales principalmente los tubos de coleccion de 50 ml en
una caja de Tecnopor con agujeros en la tapa en donde fueron colocadas
los tubos y con agua atemperada a 37.5 °C (ver anexo)

e El transductor micro convexo endocavitario fue mantenido sumergido en
solucién de gluconato de clorhexidina al 2% desde el inicio hasta el fin del
procedimiento excepto en momentos de la aspiracion folicular.

e La llama fue colocada sobre la mesa y sujetadas con 2 correas quedando
asi en posicién decubito ventral.

e Enseguida fue administrado una anestesia epidural (sacro coxigeo) con 3
ml de lidocaina al 2% con el uso de una aguja de 21 G x 1.5” y una jeringa
de 5ml.

e Luego de realizado el lavado y higienizacién de la zona perianal y
genitales externos con agua, jabon carbolico y clorhexidina al 2%

e Se procedi6 a introducir la mano izquierda enguantada por el recto luego
se introdujo el transductor micro convexo por la vaginal situandose en el
fornix.

e Con la mano izquierda ubicado en el recto se sujetd al ovario entre los
dedos posicionando al ovario contra la superficie del transductor para la
ubicacion de los foliculos visualizdndose a través del monitor del ecografo.

e Seregistro las caracteristicas morfométricas foliculares.
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Una vez ubicado los foliculos visualizandose en la imagen del ecégrafo,
se introdujo por el guiador (tubo de aluminio) la aguja de 20 G x 1.5”
adosada a una linea de coleccion (manguera de silicona de 3 mm de
diametro) y la guia de aguja (tubo de acero inoxidable).

La punta de la aguja estuvo en direccion del foliculo, se realizo la puncion
respectiva (atravesando la pared de la vagina), aspirando el liquido
folicular hacia un tubo falcon de 50 ml, para cuya aspiracion se us6 una
bomba de vacio con un flujo de 22 ml/minuto.

Al cabo de la aspiracion se retir6 la linea de coleccién con su aguja del
guiador para succionar la solucién de aspiracion (PBS suplementado) con
la finalidad de lavar el liquido retenido en la linea de coleccion.
Finalmente fue trasladado al laboratorio todo el contenido aspirado para el

lavado y la evaluacion de los COCs.

3.5.6. Solucidn para aspiracion

La preparacion fue de la siguiente manera:

La Solucion Buffer Fosfatada (PBS) suplementado con 1% de suero fetal

bovino (SFB) + 10 U.l. de heparina/mL+ 25 ug/mL de gentamicina. (Berland et

al., 2011; Santi Quispe, 2018).

3.5.7. Evaluacion de los ovocitos y tasa de recuperacion.

La tasa de recuperacion se obtuvo del nimero de ovocitos obtenidos por

animal sobre el nimero de foliculos que fueron aspirados multiplicado por 100

para la interpretacion porcentual cuya formula fue:

) Numero de ovocitos obtenidos
Tasa de recuperacion = - - X100
Numero de foliculos aspirados
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La evacuacion de los COCs se realiz6 segun la recomendacion de (Ratto
etal., 2007).

¢ El contenido de los tubos Falcon de la aspiracion (fluido folicular + COCs)
fue vertido a un filtro de Emcon de 80 um de malla, en donde se lavaron
por tres veces con solucion PBS.

e EIl medio limpio complejo cumulo ovocito (COCs) fue vertido en una
placa Petri enseguida se llevo a un microscopio estereoscépico para la
busqueda, seleccion y evaluacion de los COCs. El procedimiento fue
realizado sobre una platina térmica a 38 °C

e Con ayuda de una micropipeta se trasladaron cuidadosamente los COCs a
otra placa Petri que contenia 3 mL de PBS + 10% SFB para realizar el
conteo, evaluacién y categorizacion de los ovocitos.

e Los ovocitos para la categorizacion se clasificaron de acuerdo a sus
caracteristicas morfologicas teniendo en cuenta el nimero de capas de
células del cumulos, categorizacion empleada por Ratto et al. (2007),
siendo la siguiente:

1. Ovocitos compactos con mas de tres capas de células del cimulos
2. Ovocitos con células extendidas

3. Ovocitos desnudos
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3.8. METODO ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron sometidos a estadistica descriptiva determinando la
medida de tendencia central y dispersion, para las caracteristicas morfométricas se utilizé
un disefio completamente al azar para comparar las diferencias entre tratamientos, el
numero de foliculos evaluados en relacion a los tratamientos.

Siendo el modelo estadistico:
Yij=u+ Ti+ Ej
Donde:
Yij= Es la variable respuesta
p= Promedio general del experimento
= Efecto del i-ésimo tratamiento (T1=500 Ul, T2=750, T3=1000 Ul de eCG y T4=
Testigo (sin eCG).
Eij= Efecto del error experimental.

La tasa de recuperacion de ovocitos y la categorizacion del complejo-cimulos
ovocitos (COCs) fue sometido a una prueba de Chi cuadrado de homogeneidad para
determinar la dependencia entre los tratamientos y las variables evaluadas, todos los
analisis fueron realizados con el programa estadistico R 4.0.3 (R Core Team, 2020).

Siendo la ecuacion siguiente:

Zk: (0, el,)2

Doénde:

6; = Frecuencia observada.
e; = Frecuencia esperada.
k = Numero de columnas.

r = Numero de filas.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS FOLICULARES

La Tabla 2. muestra las caracteristicas morfométricas foliculares en llamas
evaluadas a través de la ultrasonografia en tres tratamientos multiovulatorios con eCG,
determinando el didmetro folicular el dia “0” (dos dias posteriores a la ablacion folicular),
didmetro folicular el dia de la aspiracion folicular (OPU) y la tasa de crecimiento en
mm/dia. Las caracteristicas morfométricas del didmetro folicular del dia “0” y dia de la
aspiracion folicular muestran diferencias siendo superiores los didmetros observados en
el tratamiento con 1000 Ul en comparacion; mientras que las tasas de crecimiento
(mm/dia) no muestran diferencias estadisticas entre los tratamientos realizados; sin

embargo, la tasa de crecimiento para el grupo sin estimulacién muestra una menor tasa.

Los diametros foliculares evaluados el dia de aspiracion folicular muestran
diferencia debido a la dosis aplicada alcanzando tamarios foliculares de 6.13, 6.99 y 8.08
mm para 500, 750 y 1000 Ul de eCG respectivamente y 7.61 mm para el tratamiento sin
estimulacion hormonal (tomando solo los foliculos dominantes de cada una de las
hembras), didmetros mayores a foliculos en procesos de post desviacion en Ilamas (entre
5.59 mm; Pérez et al.2020); el tiempo de crecimiento folicular fue de 6 dias desde la
observacion de foliculos reclutados hasta el momento de la aspiracion folicular
observando tasas de crecimiento de 1.03, 1.37 y 1.36 mm/dia para 500, 750 y 1000 Ul

respectivamente y de 0.96 mm/dia para el grupo sin estimulacion. (Tabla 3.).
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Tabla 2. Caracteristicas morfométricas foliculares de llamas sometidas a tres dosis de

eCG.

Tratamiento Diametro Diametro folicular Tasa de
folicular dia dia de OPU crecimiento

"0"* (mm) **(mm) (mm/dia)
eCG (500 UI) 1.84+1.07 6.13+2.07 1.03+0.49
eCG (750 UI) 1.58 + 0.62 6.99 + 1.44 1.37+0.42
eCG (1000 UI) 1.87 £0.93 8.08 £2.29 1.36 +0.51
Sin estimulacion 2.29+0.44 7.61+1.01 0.96+0.34

p=0.041 p=0.0073 p=0.0918

* Dia de la administracion de eCG. ** Dia de la aspiracion folicular.

Las caracteristicas de morfometria folicular permite determinar que las tasas de
crecimiento obtenidas son superiores a lo reportado en estudios previos en ondas
foliculares espontaneos siendo de 0.7, 0.92 y 0.66 mm/dia (Cavilla et al., 2013; Chaves
etal., 2002; Gallelli et al., 2020); sin embargo, son comparables a lo reportado en vacunos
sincronizados con aplicacion de eCG siendo de 1.1+0.1 mm/dia respectivamente (Marafia
et al., 2005). Las tasas de crecimiento mayores son debido al uso de la eCG hormona con
acciones de LHy FSH principalmente que posee la capacidad de unirse a los receptores
a nivel de la capa de la granulosa e induce la sintesis de Estradiol que generan el mayor

desarrollo de foliculos reclutados (Murphy & Martinuk, 1991; Rigoglio et al., 2013).

El nimero de foliculos promedio evaluados al momento de la aspiracion
folicular en relacion a los tres tratamientos de diferentes dosis multiovulatorios de eCG
en llamas fueron determinados mediante ultrasonografia. La distribucion de la poblacién
folicular con diametros entre 3 y 6 mm fue para 500, 750 y 1000 Ul de 4.4 + 1.5, 2.2 +
1.3y 3 + 1.1 numero de foliculos respectivamente, mientras que para foliculos mayores

a 7 mm se tiene para 500 Ul fue 2.8 + 1.9 foliculos, para 750 Ul fue 4.2 + 1.8 foliculos y
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para 1000 Ul fue de 7.4 + 1.7 foliculos en promedio para cada grupo de animales; se
observa una relacion directa entre la mayor dosis de eCG y la mayor cantidad de foliculos
mayores a 7 mm observados. Sin embargo, en el grupo sin estimulacion hormonal el dia
de aspiracion un mayor numero de foliculos entre 3 a 6 mm siendo de 9.2 y solo 1 foliculo
mayor a 7 mm en promedio de los animales evaluados. Los datos se detallas en el
siguiente cuadro.

Tabla 3. Namero de foliculos promedio en relacion a los tratamientos.

Foliculos Tratamiento
eCG (500Ul) eCG (750 Ul)  eCG (1000 UI) Sin
estimulacion
De 3a 6 mm 44+15 22+13 3+11 92+16
Mayores a 7 mm 28+1.9 42+18 74+17 1
p=0.02361

En cuanto a la cantidad o nimero de foliculos entre 3 y 6 mm en todos los
tratamientos son parecidos siendo 4.4 foliculos para 500 Ul, 2.2 foliculos para 750 Ul y
3 foliculos para 1000 Ul con cantidades de foliculos similares a lo reportado en
dromedarios con 4.3 foliculos menores a 6 mm con protocolos de eCG + FSH (Ararooti
etal., 2017) debido a la vida media larga de la eCG que genera una estimulacién continua
de los foliculos, por tanto se encontraran foliculos con diferentes diametros (Murphy &
Martinuk, 1991); la diferencia se observa principalmente en los foliculos mayores a 7 mm
donde existe una relacion directa tras la aplicacion de dosis mayores de eCG; esta
caracteristica permite obtener foliculos adecuados para la aspiracion folicular y posterior
obtencidn de ovocitos; tras la aplicacion de 1000 Ul de eCG se obtuvo 7.4 + 1.7 foliculos
resultados similares a estudios previos realizados en llamas y alpacas (Aller et al., 2010;

Aller et al., 2019; Huanca, 2008) e inferiores a lo reportado por otros autores en llamas
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(Carretero et al., 2010; W. Huanca et al., 2009) diferencia que se puede deber a los
diferentes métodos de control de desarrollo folicular.

4.2. ASPIRACION FOLICULAR (OPU) - OBTENCION DE OVOCITOS

La tasa de recuperacion de ovocitos fue de 42.31%, 50% y 67.86% para los
tratamientos de 500, 750 y 1000 Ul de eCG respectivamente, observando que no hay
diferencia en la proporcién de ovocitos obtenidos mediante aspiracion folicular (OPU) en
los diferentes tratamientos; mientras que para el tratamiento sin estimulacién hormonal
se observo una tasa de 50%. La comparacion de estas tasas de recuperacién no muestra
diferencia estadistica por tanto no existe relacion alguna entre la dosis de eCG (500, 750
y 1000 Ul) y la cantidad de ovocitos obtenidas mediante aspiracion folicular (OPU) en
Ilamas (p=0.1223); tal como se observa en la Tabla 3.

Tabla 4. Tasa de recuperacion de ovocitos segun tratamiento de foliculos de Ilamas
superestimuladas con eCG.

Tratamiento Ne° de foliculos N°de COCs*  Tasa de recuperacién de
aspirados colectados COCs (%)
eCG (500 UI) 26 11 42.31
eCG (750 UI) 36 18 50.00
eCG (1000 UI) 56 38 67.86
sin eCG (0 UI) 6 3 50.00
e Complejo-cumulos ovocito (COCs) p=0.1223

Las tasas de recuperacion son inferiores a lo reportado en otros estudios en
Ilamas (Berland et al., 2011; Brogliatti et al., 2000; Ratto et al., 2005; Trazorras et al.,
2009). Sin embargo, al ser un estudio preliminar se puede indicar que es una tasa de
recuperacion de complejo cumulo ovocito (COCs aceptable puesto que la aspiracién se
realiz6 con un transductor transvaginal de uso en medicina humana modificada para
camélidos; abriendo un campo interesante para la aplicacion de esta biotecnologia en la

produccién de embriones in vitro en camélidos sudamericanos.
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La Tabla 4. Muestra la categorizacién de complejo-cumulo ovocito (COCs)
obtenidos segun tratamiento de foliculos de Ilamas superestimuladas con eCG. Para los
COCs expandidos: 50% 61.11% y 55.26%; COCs compactos 30%, 27.78% y 28.95%;
COCs desnudos 20%, 11.11% y 15.79% para los tratamientos de 500, 750 y 1000 Ul de
eCG respectivamente, observandose de que no existe diferencia estadisticamente entre la
proporcion de categorias de COCS en los diferentes tratamientos; mientras que para el
grupo testigo (sin estimulacion hormonal) se observd COCs expandidos: 0% COCs

compactos 66.67%; COCs desnudos 33.33% , tal como se observa en la Tabla 4.

Tabla 5. Categorizacion de COCs obtenidos segun tratamiento de foliculos de llamas
superestimuladas con eCG.

Tratamiento COCs N° de COCs N° de COCs N° de COCs
colectados expandidos compactos (%) desnudos (%0)
(%)
eCG (500 UI) 11 (100%) 50.00 30.00 20.00
eCG (750 UI) 18 (100%) 61.11 27.78 11.11
eCG (1000 38 (100%) 55.26 28.95 15.79
ul)
sin eCG (0 3 (100%) 0 66.67 33.33
ul)
p=0.6576

La categorizacion de complejo-cumulo ovocito (COCs) en lo que respecta
COCs expandidos, compactos y desnudados son inferiores a lo reportado en otros

estudios en Ilamas (Trasorras et al., 2009; Brogliatti et al., 2000; Ratto et al., 2005).
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V. CONCLUSIONES

Con un incremento de las dosis de eCG se logra mayor nimero de foliculos y de

mayor tamano.

Que la proporcion de ovocitos recuperados por aspiracion folicular guiada por

ultrasonografia son similares.
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V1. RECOMENDACIONES

Que la recuperacion de los ovocitos de los foliculos de ovarios superovulados en

Ilamas con diferentes dosis de eCG se puede realizar.

Que se estudie exactamente la presion necesaria de aspiracion folicular para una

recuperacion de ovocitos en mayor proporcion

Que se evalué a los ovocitos recuperados con técnicas que proporcionen la

viabilidad para una posterior fertilizacion in vitro.
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ANEXOS

[Rpp——

Figura 04. Administracion de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH).
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Figura 06.Aplicacion de la anestesia epidural baja (lidocaina 2%) a una cantidad de 2.5

ml.
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Figura 08.Transductor micro convexo con su guia de aguja para la aspiracion 1084

folicular.
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Figura 09.Ubicacion del transductor micro convexo en el fornix de la vagina.

Figura 010. Imagen del ovario con foliculos multiples por efecto de la hormona (eCG)
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Figura 011. Imagen de un foliculo dominante sin estimulacién hormonal.

Figura 012. Tubos Falcon con fluido folicular aspirado.

67

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Figura 013. Busqueda y seleccion de complejo cimulos ovocitos (COCs).

Figura 014. Complejo cumulos ovocitos (COCs) seleccionados.
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