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RESUMEN

La presente investigacion se la realizd6 en La Comunidad de Apahua, Canton
Pujili, Provincia de Cotopaxi, cuyo objetivo fue evaluar dos protocolos de
superovulacion en alpacas, estableciendo su eficiencia y la valoracion y calidad de
los embriones obtenidos. Se seleccionaron 2 alpacas Huancayas, de acuerdo a su
mérito genético y fenotipico, valorando su condicion corporal de 3 a 4 puntos,
estableciendo un balance nutricional aceptable. Estas hembras fueron sometidas a
dos protocolos de superovulacion T1- FSH (Folltropin) y T2 - CIDER + FSH
(Folltropin), y siete dias posteriores a la monta del alpaco, se realizo la colecta de
los embriones mediante el sistema de circuito cerrado via trasncervical. En el
laboratorio portétil se identific6, valor6 y clasific6 morfolégicamente las
estructuras obtenidas, consiguiendo 7 blastocistos y 1 morula respectivamente.
Del T1 se obtuvieron 3 embriones grado | y 1 embrién grado Il, asi del T2 se
obtuvo 2 embriones grado | y 2 embriones grado Il. Para el andlisis de los datos se
utilizé estadistica descriptiva. Finalmente, el ndmero de cuerpos luteos
identificados respecto al numero de embriones recuperados y a la calidad
observada en el presente experimento, difiere considerablemente, en relacion a los
observados en bovinos. Se concluye, que los dos protocolos empleados,
demuestran que es posible obtener una respuesta superovulatoria en alpacas,
ademas no existen diferencias significativas entre los protocolos; sin embargo,
existe la posibilidad de que la respuesta sea inherente a cada animal tratado y a
su estadio reproductivo. Asi, respecto a la calidad de los embriones, y su estadio
de desarrollo, estos difieren considerablemente a los observados en otras especies
estudiadas, posiblemente tenga relacion con los protocolos empleados y el
ambiente del tracto reproductivo de cada animal.

Palabras clave: alpacas, hormona foliculo estimulante, superovulacion, embrion.
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ABSTRAC

This research was conducted in the Community of Apahua, Puijili,
Cotopaxi Province, whose objective was to evaluate two protocols of
superovulation in alpacas, establishing and assessing their efficiency
and quality of the embryos. 2 Huancayas alpacas were selected
according to their genetic and phenotypic merit, assessing their body
condition of 3-4 points, establishing an acceptable nutritional balance.
These females were subjected to two protocols of superovulation T1
FSH (Folltropin) and T2 - CIDER + FSH (Folltropin), and seven after
riding the Alpaco days, collection of the embryos was performed by
closed circuit system via trasncervical . In the portable lab he was
identified, assessed and morphologically classified the structures
obtained, getting 7 1 morula and blastocyst respectively. T1 3
embryos Embryo grade | and grade 11 1 were thus obtained 2 embryos
T2 grade | and grade Il 2 embryos was obtained. For data analysis
Descriptive statistics were used. Finally, the number of corpora lutea
identified on the number of embryos recovered and quality observed
in the present experiment, differs considerably, relative to those
observed in cattle. The conclusion is that the two protocols used, they
show that it is possible to get a response superovulatory alpacas also
no significant differences between the protocols; however, there is the
possibility that the answer is inherent in every animal and tried their
reproductive stage. So, regarding the quality of the embryos, and their
stage of development, they differ considerably to those observed in
other species studied, you may have regarding protocols used, and the
environment of the reproductive tract of each animal.

Keywords: alpacas, follicle stimulating hormone, superovulation,
embryo.
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INTRODUCCION

Los esfuerzos para el desarrollo y aplicacion de biotecnologias reproductivas no
siempre han sido desarrollados en forma programada y continua, sino como
esfuerzos individuales y aislados, e incluso algunos investigadores consideran que
no es posible desarrollar y aplicar estas tecnologias por los pobres resultados
obtenidos; sin embargo en cameélidos el desarrollo y la aplicacion de ésta
biotecnologia es una herramienta fundamental para el programa de mejora
genética, ya que entre los objetivos de la mejora genética permitirian el progreso

en la calidad de la fibra en alpacas y llamas.

El primer reporte sobre transferencia de embriones en camélidos sudamericanos
fue realizado por Sumar et al. (1974), a la postre otros trabajos confirman la
factibilidad de la aplicacion de la técnica, pero con variabilidad en la respuesta
ovarica a los protocolos de superovulacion, al igual que en el nimero y calidad de

embriones recuperados (Del Campo et al. 1995).

A pesar de los avances en el desarrollo y factibilidad de la técnica, en nuestro pais
el principal problema radica en que no se aplica esta técnica de manera rutinaria ,
debido a que no existe un protocolo de superovulacién estandarizado y validado, y

el personal capacitado es escaso.

Sin embargo, en la provincia de Cotopaxi, tenemos un nimero reducido de
camélidos sudamericanos, en el que se aplica un manejo tradicional que acarrea
diversos problemas, creando una hibridacion entre alpacas y llamas, que podrian
amenazar la sobrevivencia de la especie original; se estiman cifras de 90% de
hibridos y 10 % no hibridos (Wheller 2005).

Asi, el uso indiscriminado de hormonas que tienen incidencia en la reproduccion,
ha presentado inconvenientes en diferentes especies; haciendo necesario manejar
diversos protocolos en camélidos sudamericanos que incluyan en el uso de

factores liberadores de gonadotropinas; en tal virtud, frente a la falta de interés y
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estudios sobre la respuesta ovérica respecto al uso de distintos protocolos de
estimulacion ovérica, y a la variabilidad en su respuesta se plantea el siguiente

trabajo de investigacion.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar dos protocolos de superovulacion en alpacas (Vicugna pacos)
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer qué protocolo es mas eficiente para la produccién de embriones
en alpacas.
e Evaluar la calidad de los embriones de alpacas obtenidos respecto a los

protocolos empleados. .

HIPOTESIS
Hipdtesis alternativa

Ha. Los protocolos de superovulacién influirdn en la produccion de embriones en

alpacas.

Hipotesis nula

Ho. Los protocolos de superovulacion no influiran en la produccién de embriones

en alpacas.
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CAPITULO |

En el presente capitulo se muestra la revision bibliogréfica anatomica y

fisioldgica del aparato reproductor de la hembra Alpacas (Vicugna pacos)”

1. FUNDAMENTACION TEORICA
1.1 ANTECEDENTES

Las investigaciones que se han realizado de este tema en diferentes lugares son:

En camélidos, el primer reporte sobre transferencia de embriones fue realizado
por Sumar et al. (1974), posteriormente otros reportes confirman la factibilidad
de la aplicacion de la técnica pero con una variabilidad en la respuesta ovérica a
los protocolos de superestimulacion, asi como la respuesta en numero y calidad de

embriones recuperados (Del Campo et al 1995).

Referente a la hormona a utilizar, se ha reportado un estudio para evaluar la
respuesta de ambas hormonas, FSH y eCG en llamas, habiéndose determinado
que el numero de foliculos 6 mm sometidas a un protocolo de estimulacién
ovarica fue de 17.9 £+ 2.2 al tratamiento con FSH y 17.7 + 2.2 foliculos con eCG.
Estos resultados permitieron obtener evidencia que existe una buena respuesta
ovérica a la accién de ambas hormonas, sin diferencias entre ambas. Alpacas y
[lamas sometidas a un protocolo hormonal de estimulacion ovarica con eCG,
iniciando el tratamiento durante la emergencia de las ondas de crecimiento
folicular, permite obtener el desarrollo de 12.8 + 1.4 foliculos y 8.1 + 1.0 cuerpos
Lateo en llamas y 7.5 £ 1.2 foliculos y 5.9 £ 1.3 cuerpos liteo en alpacas
(Huanca et al 2006)

En alpacas, se recuperaron 1.6 £ 0.3, respuesta diferente de la observada en
Ilamas, con una tasa de recuperacion del 23.6 % de embriones posibles, con una
tasa de prefiez del 30.0 %. Igualmente, se ha reportado la recuperacion de 37
embriones de 47 hembras no estimuladas (79 %), de las cuales resultaron en un 41

% de prefiez al ser transferidas a receptoras (Taylor et al 2001).
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1.2. Caracteristicas reproductivas de alpacas hembras

1.2.1. Descripcion del tracto reproductivo
1.2.2. Vulva

Desde el exterior el d6rgano visible es la vulva, es una apertura orientada
verticalmente de 2,5 a 3,0 cm de longitud; tiene labios externos bien definidos, en
la parte inferior terminan con una protuberancia. No se observan cambios
marcados en el aspecto de la vulva en relacion a los ciclos foliculares, se le puede
notar tumefacta y algo hinchada en hembras muy proximas al parto (FAO, 1996,).

1.2.3. Vagina

Es un o6rgano de forma tubular, a través del cual penetra el pene del macho
durante la copula y sale la cria en el momento del parto, la vagina tiene de 12 a 18
cm de largo y 2 a 4 cm de diametro. Se dilata para permitir la salida de la cria,
pero los partos dificiles a menudo provocan lesiones en la vagina (Garcia,
Carre6n, San Martin, Olazébal, & Febres, 2005).

1.2.4. Cérvix

Se describe como una espiral apretada con dos o tres vueltas de tejido muscular.
El canal cervical conecta la vagina con el Utero que es sinuoso y de unos 2 a 4 cm
de longitud en hembras no prefiadas y receptivas al macho, el cérvix se presenta
penetrable, permitiendo asi la intromision del pene para la deposicion de semen en
el Utero (Sepulveda, 2011).

1.2.5. Utero

El Gtero de la alpaca tiene una forma de “Y” y desde el punto de bifurcacion a la
extremidad distal existe una pared medial o velo uterino de aproximadamente 2
cm de largo, que divide ambos cuernos. En hembras no prefiadas el cuerpo del
utero es de aproximadamente 2 a 4 cm de largo, mientras que el cuerno izquierdo
mide 7,9 £ 1,3 cm y el derecho 7,4 £ 0,9 cm. El cuerno izquierdo es de mayor

tamano que el derecho. (Leon, Sato, Navarrete, & Cisneros, 2011).
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1.2.6. Oviductos

Los oviductos son unos tubos delgados de alrededor de 20 cm de longitud. Por
ellos desciende el dvulo para encontrarse con el espermatozoide y permitir la
fecundacion (FAO, 1996)

1.2.7. Ovarios

Estos drganos tienen forma ovalada, alcanzando en la hembra adulta un diametro
mayor de unos 15 mm y un didmetro menor de unos 10 mm. En ellos maduran los
foliculos que liberan 6vulos conteniendo la mitad del material genético de la
futura progenie. En hembras adultas no prefiadas se pueden observar en la
superficie del ovario varios foliculos de unos 3 a 4 mm de diametro, y uno de
mayor tamafio (8 a 12 mm). Ambos ovarios son activos en alpacas y llamas pero,
tal como se dijo anteriormente, la casi totalidad de las prefieces se desarrollan en

el cuerno uterino izquierdo (Garcia et al., 2005).

1.3. Sistema enddcrino

1.3.1. Control Neuroendocrino de la foliculogénesis

En los mamiferos, hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) es secretada en
el hipotdlamo-hipofisario al sistema de portal de una manera pulsatil para
estimular la liberacién episodica de las gonadotropinas en la circulacidn sistémica.
GnRH adn no se ha medido en los camélidos debido a las complejidades de

muestreo de la hormona (Hafez, 2004).

El mecanismo primario involucrado en la liberacién preovulatoria de GnRH
comprende la activacién de neuronas noradrenérgicas del cerebro medio y del
encéfalo en respuesta a las sefiales de las neuronas somatosensoriales, estas
sefiales son generadas por la introduccion del o6rgano copulatorio del macho
durante la monta. (Bakker &Baum, 2000).

El rol principal de la secrecion de LH es la induccion de la ovulacion despues de

la cual se produce la luteinizacion de las células del foliculo ovulatorio y
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comienza la secrecion de P4, la cual tiene un efecto de retroalimentacion negativa
en el hipotdlamo, al prevenir la secreciébn de GnRH y desensibilizar los
gonadotrofos de la hipofisis a la accion de GnRH (Panez, Huanca T., Huanca W.,
Ratto& Adams, 2009).

1.3.2. Dindmica folicular en Camélidos Sudamericanos

Las llamas, alpacas y vicufias presentan un desarrollo folicular en forma de ondas,
siendo este similar al reportado en otras especies, con una fase de reclutamiento
determinado por el crecimiento de varios foliculos primordiales, la posterior
seleccion de un selecto grupo y finalmente la emergencia de un foliculo
dominante, con un didmetro >7 mm, segun ha sido descrito en llamas y alpacas
(Vaugham, 2010).

El foliculo dominante tiene tres fases de desarrollo, crecimiento (incremento de
didametro folicular), estatica y regresion. Cuando el foliculo dominante sufre
regresion, un grupo de foliculos antrales son reclutados para la emergencia de la
siguiente onda folicular. Es probable que en camélidos al igual como sucede en
otras especies, la inhibina producida por el foliculo dominante participe en la
regresion de los foliculos subordinados requiriendo también del efecto sinérgico
del estradiol y de otros reguladores intraovaricos, y menores niveles de FSH en el
dia de la desviacion folicular (Bakker&Baum, 2000).

En alpacas se reporta un intervalo entre ondas de 12 a 15 dias, se ha determinado
que en llamas, el desarrollo de un subsecuente foliculo de una nueva onda
folicular, usualmente comienza en 2-3 dias después del inicio de la regresion del
foliculo dominante de la onda anterior. La presencia de un foliculo igual o mayor
a 7 mm, determina la conducta de receptividad de la hembra llama y alpaca al
macho, sugiriendo que la capacidad de ovular de alpacas y llamas ante un
estimulo de la copula, esta determinado por el estado de desarrollo folicular,

crecimiento o estatico, al momento de la monta (Garcia et al., 2005).
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1.4. Principios generales sobre transferencia de embriones
1.4.1 Seleccion de donadoras

Estos animales son seleccionados como donadoras segun sus cualidades o rasgos
genotipicos y fenotipicos, las donadoras son alojadas en grupos con el objetivo
de tener un mejor control sobre las actividades que se realizan a diario. Las
donadoras deben estar en un ambiente confortable, con alimento, agua y minerales
permanentemente. ABS. (2006)

Al momento de recibir las donadoras, el veterinario es el encargado de revisar sus
expedientes médicos, hacerles un examen clinico para determinar si el animal
presenta algun tipo de enfermedad que perjudique a los deméas animales. ABS.
(2006)

1.4.2. Seleccion de receptoras

La seleccion y el manejo de la receptora es posiblemente el factor mas importante
que afecta el éxito de un programa de transferencia embrionaria. Las receptoras
deben tener ciclos estrales normales, y estar libres de anormalidades uterinas y
ovaricas. La edad optima de las receptoras es de 3 afios. (Bourke et. al 1992)

1.4.3 Protocolos de super ovulacion y sincronizacion

Un aspecto de la transferencia de embriones en la cual se ha avanzado es la
sincronizacién de celos de las receptoras. Hoy en dia, con el uso de dispositivos
que contienen progestina y otros tratamientos hormonales se puede eliminar por
completo la deteccion de celos en las receptoras A los 7-8 dias despues del
supuesto celo, aquellas receptoras que poseen un cuerpo luteo, de al menos 15-18
mm de diametro (determinado a través de ecografia), son transferidas con un
embrion. (Bo etal., 2002).

Una primera etapa en el desarrollo de protocolos de Ovulacion Mdltiple y
Transferencia de Embriones involucra la superestimulacion ovérica, con el

proposito de inducir el crecimiento, maduracion y ovulacion de un gran nimero
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de foliculos. Los protocolos de estimulacion ovérica aplicados en camélidos
incluyen el uso de Hormona Foliculo Estimulante (FSH) o Gonadotropina
Corionica Equina (eCG), durante una fase luteal inducida con la aplicaciéon de
Hormonas hipotalamicas (GnRH); fase luteal artificial con la aplicacion de
progestagenos exdgenos y durante una fase de receptividad sexual (Bourke et. al
1992

Es factible obtener una adecuada respuesta ovarica en alpacas y llamas, cuando
los animales son sometidos previamente a un protocolo de sincronizacion de onda
folicular y el estimulo hormonal se inicial durante la emergencia de las ondas de

crecimiento folicular, sustentado en el reporte de Ratto et al (2003).

Cervantes, M. (2007) emple6 10 alpacas Huacaya hembras adultas, con historia de
partosanteriores. Mediante evaluacion ecografica se determind la presencia de
foliculo preovulatorio igual a 6mm, y aplicé la hormona luteinizante (LH), para
inducir ovulacion. Determinada la ocurrencia de ovulacién, las alpacas fueron
sometidas a un mismo protocolo de superovulacion que consistié en la aplicacion
de dosis constantes de la hormona foliculo estimulante (FSH) por 4 dias, la dosis
total fue 200mg; PGF con la Gltima dosis de FSH. A los 2 dias de finalizada la

aplicacion de FSH y evalu6 ecograficamente la superestimulacion folicular.

1.4.4 Lavado y recuperacion de embriones

Palpamos los ovarios por via rectal para comprobar la respuesta al tratamiento de
superovulacién. Luego de la palpacion se puede hacer uso del ecografo. Si la
respuesta fue positiva procedemos a pasar la sonda Foley y a lavar los cuernos.
(Huanca. 2007)

Una vez hayamos lavado los dos cuernos llevamos el filtro al laboratorio
improvisado en la finca para comenzar su busqueda y clasificacion. Se buscan los
embriones y estructuras infertilizadas con magnificacion 15x. Una vez
encontrados se separan los ovocitos infertilizados y los embriones degenerados de

los buenos o viables. Los embriones viables se llevan a otra caja de Petri con
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medio PBS y una vez haya terminado la bdsqueda y clasificacién se lavan 10
veces. (Del Campo. 1992)

1.4.5 Clasificacion y evaluacion de embriones de acuerdo a Correa (1994)

Todos los embriones recuperados fueron evaluados y clasificados, estableciendose

las siguientes categorias:

Embriones Excelentes. Se encuentran en uno de los estados de desarrollo
esperados (blastocisto o blastocisto eclosionado), no muestran anomalias
morfoldgicas aparentes, son esféricos y simétricos y sus células son uniformes en

cuanto a color, tamafio y textura.

Embriones Buenos y Regulares. Se encuentran en uno de los estados de desarrollo
esperados, presentan muy pocos defectos morfoldgicos como algin blastomero
expulsado de la masa principal, forma ligeramente irregular o contienen alguna

vesicula.

Embriones Malos: Se encuentran en uno de los estados de desarrollo esperado
pero presentan defectos importantes, aunque no sean determinantes para su
viabilidad posterior. Incluye aquellos embriones con numerosos blastomeros
separados de la masa celular principal, presencia de ndcleos picnoéticos, etc, pero

siempre con una masa celular aparentemente viable.

Embriones Degenerados y Retardados: Embriones con amplia degeneracion
celular y/o con un estado de desarrollo seriamente retardado, sin presentar una

masa principal viable.
1.4.6. Transferencia de embriones
1.4.6.1 Materiales de transferencia de embriones

De acuerdo a ABS (2006) son los siguientes materiales que se utilizan en la

transferencia de embriones:

26



Mesa para la instalacion de materiales. Debe ser lavada y desinfectada previo a su
uso. Se puede lavar con detergente y agua normal, luego se desinfecta con una

solucion de clorhexidina y agua.

Ecdgrafo. Es instalado sobre la mesa para materiales, en este caso, es utilizado
para ver la cantidad de CL en cada ovario y hacer una evaluacion de la calidad de

trabajo que se realizd

Varios. Guantes de palpacion, gel usado como lubricante, papel de limpieza,
jeringas y agujas para la aplicacion de Lidocaina como anestésico.

Catéter de Folley. Es un tipo de sonda que permite la entrada de medio de lavado
al cuerpo del Gtero y las trompas de Falopio

Estilete. Es una varilla metalica en acero quirurgico. El estilete se introduce en el

catéter Folley

Filtro. Es un recipiente de boca ancha y fondo angosto, posee una tapadera con

dos orificios

Folley y el medio de lavado. La redecilla encargada de filtrar estd ubicada en la

pared del recipiente

Medio de lavado. Se usa entre uno o dos litros de Suero Fetal Bovino (SFB) al 1%

de albimina como medio de lavado
1.4.7 Técnica de transferencia

Evaluacion de la receptora: Este es un momento clave en la T.E. La evaluacion
gueda a criterio del técnico encargado de hacer la T.E., él decide si se va transferir
el embridn o no. Se hace una palpacion rectal y se utiliza el ecografo para ver el
estado del C.L. se le pone una marca sobre la grupa del lado donde se encontro el

C.L., que es el lado donde se hace el implante (Palma y Brem 1993)

Armado de la pistola de transferencia: Esta labor la realiza el ayudante del técnico

encargado de la T.E. El técnico prepara la pistola de T.E., toma la pajuela que

27



contiene el embrion cuidadosamente por el extremo donde estd el sello de
algoddn, la introduce por la punta de la pistola de T.E., de la misma forma como
se haria al colocar una pajilla de semen en una pistola de I.A, luego se introduce la
pistola que contiene la pajuela con el embrién dentro de la funda para la T.E
(ABS, 2006)

Preparacion de la vaca receptora: Se le inyecta una anestesia epidural para
bloquear los movimientos rectales y el musculo del esfinter anal, Se aplica de 5 a
10 mL de Lidocaina al 2% entre las articulaciones del sacro y la primera vértebra
coccigea. Una vez terminada la preparacion de la pistola se procede a la

transferencia del embrién (Moreno 2004).
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CAPITULO II

En este capitulo se muestra una breve descripcion del lugar donde se ejecutd la
investigacion, recursos y materiales utilizados, el tipo de investigacion, la

metodologia, el andlisis estadistico, unidades de estudio y el manejo del ensayo.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. UBICACION DEL LUGAR DE INVESTIGACION.

La investigacion se desarroll6 en La Comunidad de Apahua, Cantén Pujili,

Provincia de Cotopaxi.

La Comunidad de Apahua se encuentra ubicada en la provincia de Cotopaxi a 8
Km al sur de la parroquia de Zumbahua y a 76 Km de la cabecera provincial
(Latacunga). La Unica via de comunicacién al sitio es la carretera Latacunga — La
Mana, pudiendo ingresar al sitio aproximadamente a 15 minutos del partidero de
la carretera principal.

2.1.1 Ubicacion geografica
Latitud: 0° 58° 28.07"
Longitud: 78°56°01.93"

Altura: 3936 m.s.n.m.
Fuente: National Geospatial-Intelligence Agency, Bethesda, MD, USA, 2009

2.1.2 Datos meteoroldgicos
Humedad relativa: 96,8%

Temperatura Promedio: 6 — 12 °C
Fuente: National Geospatial-Intelligence Agency, Bethesda, MD, USA, 20009.
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MATERIALES

Los materiales que se usaron en esta investigacion se pueden dividir en tres

grupos:
1. Materiales de oficina

2. Materiales de campo

3. Materiales de laboratorio

2.1.3 Materiales de oficina

Cuadro 1. Materiales de oficina

Materiales Cantidad

w

Resmas de papel bon
Céamara
Computador
Impresora
Memory flash
Carpeta
Esferos
Marcador
Libreta
Cds

Fuente: Directa

gl w|lw|l R R k-

Elaborado por: Jacome, Gustavo

Tirado, Luis

30



2.1.4 Materiales de campo

Cuadro 2. Materiales de campo

Materiales Cantidad
Hormonas FSH 5
Hormonas Folligon 100
Dispositivo vaginal 1

Botas 1

Sondas Folley Bioniche # 14 Cateter Ruch | 2

Cateter Foley 2
Jeringuillas 10
Frasadilla térmica 1
Ecdgrofo IMAGO, Sonda lineal 1

Fuente: Directa

Elaborado por: Jacome Gustavo, Tirado Luis

2.1.5 Materiales de laboratorio

Cuadro 3. Materiales de laboratorio

Materiales Cantidad
Estereomicroscopio, Nikon 780 1
Cajas petri redondas de cristal 4
Medios Holdin Plus 1
Solucién Flushing PBS MOdificado | 1
Platina térmica. 1
Pipetas descartables 10
Micropipetas de 5 mililitros 1
Puntas de micropipetas 15
Vasos de precipitacion de 100 ml 2
Vasos de precipitacion de 500 ml 2

Fuente: Directa

Elaborado por: Jacome Gustavo, Tirado Luis
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DISENO DE LA INVESTIGACION

2.1.6 Tipos de la investigacion
2.16.1 Investigacion experimental

La investigacion experimental esti integrada por un conjunto de actividades
metodicas y técnicas que se utilizan para recabar informacion y datos sobre el
tema a investigar. Se presenta mediante la manipulacién de una variable
experimental no comprobada, en condiciones rigurosamente controladas, con el
fin de describir de qué modo o por qué causa se produce una situacion o
acontecimiento particular. (Marquez, 2012)

Este tipo de disefio nos ayuda a la investigacion ya que ejerce un estricto control
sobre el experimento por medio del establecimiento de donadoras y manipular la

variable independiente como la equivalencia de los protocolos de superovulacion

2.16.2 Investigacion descriptiva explicativa

El objetivo de la investigacion descriptiva consiste en llegar a conocer las
situaciones, costumbres y actitudes predominantes a través de la descripcion
exacta de las actividades, objetos y procesos. Su meta no se limita a la recoleccion
de datos, sino a la prediccion e identificacion de las relaciones que existen entre
dos 0 mas variables. Los investigadores no son meros tabuladores, sino que
recogen los datos sobre la base de una hipétesis o teoria, exponen y resumen la
informacion de manera cuidadosa y luego analizan minuciosamente los
resultados, a fin de extraer generalizaciones significativas que contribuyan al

conocimiento.

La investigacion explicativa se encarga de buscar el porqué de los hechos
mediante el establecimiento de relaciones causa-efecto La investigacion
explicativa intenta dar cuenta de un aspecto de la realidad, explicando su

significatividad dentro de una teoria de referencia, a la luz de leyes o
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generalizaciones que dan cuenta de hechos o fendmenos que se producen en

determinadas condiciones.

Nos ayuda a la investigacion a recoger datos sobre la base de la hipotesis de
estudio, exponer y resumir la informacion de manera cuidadosa y luego analizar

minuciosamente los resultados, a fin de extraer generalmente significativas.

2.2 DISENO METODOLOGICO

2.2.1 Metodologia
2.2.1.1  Método Experimental
Es un método para la recoleccion
2.2.1.2  Método Descriptivo

La metodologia que se utilizd en este analisis es el método descriptivo que se
utiliza para recoger, organizar, resumir, presentar, analizar, generalizar, los
resultados de las observaciones. Este método implica la recopilacion y
presentacion sistematica de datos para dar una idea clara de una determinada

situacion.

El proposito del investigador es describir situaciones y eventos, es decir cbmo es 'y
como se manifiesta determinado fenémeno
Su objeto consiste en evaluar ciertas caracteristicas de una situacion particular en

uno o0 mas puntos en el tiempo.

Se empled para la identificacion de las relaciones que existe entre una 0 mas
variables, a traves de la recoleccion de datos y caracteristicas del fendmeno en

estudio.
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2.3 ANALISIS ESTADISTICO

Para la elaboracion de la presente investigacion se utilizo la Estadistica
Descriptiva ya que tiene por objetivo presentar informacion de manera estética y
sencilla facil de entender, permitiendo el desarrollo de métodos tabulares,
métodos graficos y métodos numéricos; los valores serdn registrados, recopilados
hasta su respectiva tabulacion e interpretacion.

2.3.1 Unidad experimental

Se seleccion6 dos alpacas que calificaron como donadoras, en edad de 3 afios a las
que se les someti6é a dos protocolos de superovulacién, se las dio monta natural
con el objetivo de recuperar las estructuras contenidas en la unién Gtero tubarica,

para luego identificar, clasificar y evaluar clasificarlos.

2.3.2 Manejo del Ensayo
2.3.2.1 Distribucion de las Alpacas

Se trabaj6 con 2 alpacas Huacaya, hembras para donadoras de condicién corporal
3, 4 que indica un balance nutricional aceptable, con caracteristicas fenotipicas
deseables.

Seleccion.

Se seleccionaron dos alpacas como donadoras tomando en cuenta todos los
parametros que acredite a ser un animal fuera de enfermedades vy
reproductivamente aceptable, previo el analisis de los registros y un chequeo
ginecoldgico manual y un examen minucioso por medio de un ecografo IMAGO
de sonda lineal, se identifico y procedieron a separar del rebafio a corrales
especiales, en donde se realizé un flushin con vitaminas y alimentacion forrajera

extra, 15 dias antes de iniciar con el trabajo de superovulacién
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Sincronizacion.

Para poder incidir en la fase folicular e incidir en el cuerpo lateo con el proposito

de inducir el crecimiento, maduracién y ovulacién de un gran nimero de foliculos, e

iniciar un nuevo ciclo, se procedio a sincronizar y superovular con dos protocolos

utilizando FSH (Folltropin®) 'y dispositivo CIDER® (implante intrauterino para

vaconas) para la estimulacién ovarica aplicados en camélidos

Los tratamientos de los protocolos se aplicaron estrictamente a una hora especifica

(6 am y 6 pm) con un intervalo de 12 horas.

El protocolo de superovulacion FSH — Folltropin®

decreciente fue el siguiente:

Cuadro 4. Dosis de FSH

empleado, con dosis

] MANANA TARDE
DIAS
Ml mg mi mg
1 1.35 27 1.35 27
2 0.75 15 0.75 15
3 0.55 11 0.55 11
4 0.55 11 0.55 11

La sincronizacién con CIDR® se realizé de la siguiente manera:

Cuadro 5. Protocolo con CIDR®

DIAS

o[ 1]2[3[4 5] RGN 8 0| 10]11]12]13

W

Implante

Aplicacion
de dosis de
FSH

oo | Mona
+ 1 mlde +Glanr;I|_|de
PGF2 a

Lavado de

embriones
+1 ml de
PGF2 a

El dia cero se aplica el dispositivo vaginal, esta actividad se realizo a las 06:00

horas , se aplica FSH en concentraciones decrecientes al tercer dia 0,67ml , cuarto

dia 0,37 ml quinto dia 0,27ml sexto dia 0,15 ml de FSH, esta actividad se realiz6
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a las 06:00 horas, el mismo dia se aplica 1 ml de prostaglandina, y se retira el
implante, esta actividad se realiz6 a las 18:00 horas, aplicamos 1ml GnRH

Conceptal al dia 7, se realiza el lavado a los 7 dias post monta.

Monta luego de 7 dias iniciado el tratamiento, ubicamos a las hembras donantes
en los corrales de empadre, una hembra en cada corral y juntamos un macho
seleccionado para cada hembra con el fin de controlar la cépula y el tiempo de

monta.

2.3.3. Lavado de embriones.

La coleccion de embriones se realizd mediante el sistema cerrado de colecta de
embriones empleado en bovinos; donde se siguieron los siguientes pasos

secuenciales:

1. Sujecidn de la donante

2. Evacuacion de heces, palpacion, ecografia y estimacion de los cuerpos
luteos y foliculos para determinar la respuesta superovulatoria.

Preparacion de la solucion PBS atemperado

Dilatacion cervical

Preparacion del catéter. Lubricacién

Ubicacion del catéter en el cuerno y fijacion

Lavado cuerno por cuerno

O N o g B~ W

Volumen de liquido en cada episodio de lavado 15- 20 ml

A los 7 dias después de la monta mediante la inclusion de una solucion de PBS, el
lavado de los cuernos uterinos se realizé recto cervical con la introduccion de la
mano para la manipulacion de los dos cuernos detectando el numero de cuerpos
luteos ecograficamente, al término del lavado de los cuernos uterinos, como se
indicO en la secuencia anterior; las alpacas recibieron 1 ml de PGF2

(prostaglandina)

Los embriones recuperados fueron observados y evaluados en un estereoscopio
Nikon 780.
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2.3.4. Evaluacién de embriones

Los embriones recuperados fueron transferidos al medio de manejo (PBS)

mantenido a una temperatura de 37 °C.

Todos los embriones recuperados fueron evaluados y clasificados, estableciéndose

las siguientes categorias

1. Embriones Excelentes. Se encuentran en uno de los estados de desarrollo
esperados (blastocisto o blastocisto eclosionado), no muestran anomalias
morfologicas aparentes, son esféricos y simétricos y sus células son
uniformes en cuanto a color, tamafio y textura.

2. Embriones Buenos y Regulares. Se encuentran en uno de los estados de
desarrollo esperados, presentan muy pocos defectos morfolégicos como
algin blastomero expulsado de la masa principal, forma ligeramente

irregular o contienen alguna vesicula.

Se llevd wun registro del ndmero y calidad de los embriones
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CAPITULO III

3. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el desarrollo de la presente investigacion son los
siguientes:
A. Cuerpos Luteos

Tabla 1. Cuerpos Luteos respecto al nUmero de embriones viables obtenidos
en alpacas

Cuerpos luteos

FSH CIDR
6 5
Fuente.- Autor
Elaborado por: Jacome Gustavo
Tirado Luis

Gréfico 1. Cuerpos Luteos para la evaluacion de dos protocolos de
superovulacion en alpacas

B Cuerpos Luteos FSH M Cuerpos Luteos CIDR

Elaborado por: Jacome Gustavo
Tirado Luis

Al observar el (Cuadro 1), esta representa el nimero de cuerpos luteos formados
posterior a la tratamiento de superovulacion respecto a la utilizacion de FSH
exogena versus el implante intravaginal CIDER en la incorporacion de FSH
exogena en relacion la presencia de los cuerpos Luteos. No son concluyentes
estos resultados por cuanto el nimero de animales es muy bajo, sin embargo
existiria la posibilidad de considerar que hay una mejor respuesta de las alpacas al
empleo de unicamente la FSH en la superovulacién. Asi, a FSH induce expansion

de las células del cumulo y maduracion nuclear, ademas demostraron que la
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mezcla de FSH y LH acelera y facilita la progresion mitética del ovocito. Asi, la
estimulacion con FSH, tiene un efecto positivo sobre la calidad de los ovocitos
para MIV obtenidos por puncion folicular. Fernandez et al. (2009). Sin embargo,
la LH como consecuencia de la secrecion de progesterona por parte del Cuerpo
Lateo conlleva a que eventualmente el foliculo dominante cese sus funciones
metabdlicas y empiece a regresar. Esto induce a la secrecion de FSH y a la
emergencia de una nueva onda de desarrollo folicular. La regresion lGtea permite
el incremento en la frecuencia de pulsos de la LH, y asi el foliculo dominante

aumenta su crecimiento (Cordova, 2011)

TOTAL EMBRIONES COLECTADOS

Tabla 2. Total de Embriones Colectados para la evaluacion de dos protocolos
de superovulacién en alpacas

Total Embriones colectados

FSH CIDR
4 4
Fuente.- Autor
Elaborado por: Jacome Gustavo
Tirado Luis

H Total Embriones colectados FSH

m Total Embriones colectados CIDR

Gréfico 2. Total de Embriones Colectados para la evaluacién de dos
protocolos de superovulacién en alpacas

Elaborado por: Jacome Gustavo
Tirado Luis

Al observar el Grafico 2, esta determina el nimero de embriones viables

obtenidos en cada uno de los protocolos aplicados, obteniendo 4 embriones

viables en cada protocolo respectivamente.
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Se podria considerar la utilizacion indistinta de cualquiera de los dos protocolos,
ya que aparentemente no existe diferencia en la respuesta, sin embargo el
protocolo que emplea unicamente FSH exdgena aporto con un cuerpo lateo
adicional respecto al protocolo con CIDER + FSH. Posiblemente la fimbria del
ovario, mecanimamente no estuvo en capacidad de recoger el 6vulo, y este cayo a

cavidad peritoneal.
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B. Tipo1l

Tabla 3.Tipo 1 para la evaluacidn de dos protocolos de superovucion en
alpacas

Tipo |
FSH CIDR
3 2
Fuente.- Autor
Elaborado por: Jacome Gustavo
Tirado Luis

W Tipo | FSH mTipo | CIDR

Gréfico 3. Tipo 1 para la evaluacién de dos protocolos de superovulacion en
alpacas

Elaborado por: Jacome Gustavo
Tirado Luis

Respecto al (Cuadro 3), esta presenta la calificacion de los embriones obtenidos
post aplicacion de los dos protocolos respectivamente. Asi, el protocolo
empleando Unicamente FSH determina la obtencién de 3 embriones tipo | o grado
| y del protocolo CIDER + FSH se obtienen 2 embriones tipo | o grado I. Existe
diferencias numéricas que se podria suponer determina diferencias entre
protocolos. Sin embargo el nimero de animales es insuficiente y no podriamos
estimar significancias. Es probable que la diferencia se deba a que algunos
foliculos no estaban listos para ovular en el momento del pico endégeno de LH, y
solo después 12 horas adquirieron la capacidad ovulatoria, dicho tratamiento
parece reducir la dispersion entre ovulaciones y aumentar el nimero de

embriones trasferibles (Maldonado y Bolivar, 2008)
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C. Tipo ll

Tabla 4.Tipo Il la evaluacion de dos protocolos de superovulacion en alpacas

Tipo 11
FSH CIDR
1 2
Fuente.- Autor

Elaborado por: Jadcome Gustavo

Tirado Luis

ETipo Il FSH mTipo Il CIDR

Grafico 4. Tipo 1l

Elaborado por: Jacome Gustavo

Tirado Luis

Respecto al cuadro (Cuadro 4), se presenta el niUmero de embriones viables tipo Il

o grado 11, en el que se obtiene 1 embridn tipo Il o grado Il empleando Unicamente

FSH, y del protocolo CIDER + FSH se obtine 2 embriones tipo Il o grado II.

Existe diferencias numéricas que se podria suponer determina diferencias entre

protocolos. Sin embargo el nimero de animales es insuficiente y no podriamos

estimar significancias.
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D. CUADRO RESUMEN POR PORCENTAJES

Tabla 5. Cuadro resume por porcentajes la evaluacion de dos protocolos de
superovulacion en alpacas

FSH CIDR
Tipo | 75% 50%
Tipo 11 25% 50%
Fuente.- Autor
Elaborado por: Jacome Gustavo
Tirado Luis

80% 1
70% A
60% -

Z
50% / 75%
40% - /

/

/

30% A 50% 50%
20% A
10% A

0%

FSH CIDR

Tipo! ETipoll

Graéfico 5. Cuadro Resumen por porcentajes

Elaborado por: Jadcome Gustavo
Tirado Luis

Al analizar el (Cuadro 5), se puede observar que unicamente incorporando o
aplicando la Hormona FSH — Folltropin, esta podria ser mas eficiente que el
dispositivo CIDR, ya que esta ha presentado alrededor del 75% de embriones de
Tipo | o grado I, que son los que mejor calidad han presentado respecto al 25%

que son del Tipo Il o grado II; Asi, encomparacioncon la utilizacion a la Hormona
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FSH — Folltropin + el CIDR que presenta el 50% en la obtencion de embriones de
Tipo 1 o grado 1 y el 50% de tipo o grado II.

El mayor porcentaje de embriones se encontraba en estadio de blastocisto
eclosionado, al dia 7 post copula, y solo se encontr6 un embrion en estadio de

morula

DISCUSION

Se considera que el nimero de embriones recuperados de los cuernos uterinos fue
menor en el T1 (FSH) considerando el nimero de cuerpos lateos identificado,
posiblemente por la incapacidad de captacion de la fimbria, o porque los
embriones aun se encontraban en el oviducto , como lo reporta Aparicio et al
(2003). A su vez, la pérdida de la zona pellcida también podria ser causa de la
fragilidad embrionaria, dafiandose y provocando pérdidas en la recuperacion
transcervical de las alpacas superovuladas (Palma, 2008). Sin embargo, se
recolectaron 8 embriones viables tipo | y tipo Il de las dos llamas respecto a los

protocolos empleados respectivamente. .

Respecto a la calidad morfoldgica de los embriones recuperados en los protocolos
del estudio fue en su gran mayoria de excelente a muy buena, considerando que la
evaluacion y calidad de embriones podrian predecir % de tazas de implantacion y
prefiez post — transferencias; ya que segun los reportes de embriones con esta
calificacion en vacas y ovinos resultan en mayores y medianas tazas de prefiez
(Linder y Wrigth, 1983) y (Angela et al., 2006)

A la calificacion morfoldgica al dia 7 post copula, se determin6 que de los ocho
embriones obtenidos, seis estaban en estadio de blastocitos y uno en estadio de
morula, resultado que se corresponde con lo reportado por Bravo el al, (2004),
quienes obtuvieron embriones en estadio de blastocito al dia 6 y blastocito
expandido al dia 7. Estas diferencias, se consideran en funcion de que las
ovulaciones se dan de manera progresiva, al igual que lo que se presenta en la
especie bovina que es entre 24 y 33 horas posterior a los picos de LH; por lo tanto

los ovocitos no serian fecundados en el mismo tiempo; esto determinaria la
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variacion de los diferentes estadios del desarrollo embrionario Callensen et al.
(1986). Ademas, el animal donador determinaria la respuesta superovulatoria
asociada a sus cualidades genéticas (Palma 2008). Adicionalmente, existen
reportes en el que se estima que el desarrollo embrionario es mucho mas acelerado
que el bovino (Palma, 2008). Mientras McEvoy et al.(1992) considera que el
acelerado rango de desarrollo embrionario en camelidos sudamericanos podria

estar relacionado con el temprano reconocimiento materno de la prefiez.

Es posible la seleccion de hembras donantes en funcion del nimero de foliculos
pequefios identificados, para iniciar un protocolo de superovulaciéon (Mossa et al.
2007).Asi, también el nimero de embriones es innato a cada donante, y muy
complejo el controlar los mecanismos que fijan las ondas foliculares (Moor et
al,(1984). Sin embargo, investigaciones consideran que existe una baja
repetitibilidad y heredabilidad (Tonhati et al,1999).

Finalmente, el nimero de cuerpos luteos identificados respecto al nimero de
embriones recuperados y a la calidad observada en el presente experimento,
difiere considerablemente, en relacion a los observados en bovinos. Segun
Kanuya et al. (1997). Las correlaciones entre cuerpos lGteos, nimero de

embriones viables y calidad son mayores en esta especie.

45



CONCLUSIONES

A la evaluacion de los dos protocolos empleados, los datos demuestran

que es posible obtener una respuesta superovulatoria en alpacas.

No existen diferencias significativas entre los protocolos de
superovulacion empleados. Sin embargo, existe la posibilidad de que la
respuesta sea inherente al a cada animal tratado y a su estadio

reproductivo.

Respecto a la calidad de los embriones, y su estadio de desarrollo, estos
difieren considerablemente a los observados en otras especies estudiadas.
Posiblemente tenga relacion con los protocolos empleados y el ambiente
del tracto reproductivo de cada animal.
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RECOMENDACIONES

e Se considera necesario el replicar el experimento con un mayor nimero
de animales, y esto posibilite el estandarizar un protocolo efectivo y ser

mas concluyente.

e Valorar la utilizacién de métodos de presincronizacion antes de aplicar el

protocolo de superovulacion.

e Evaluar diferentes dosis totales de FSH en el protocolo de superovulacion.

e Utilizar como herramienta indispensable el ecdgrafo.
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ANEXOS

Anexo 1. Seleccion de los animales

Anexo 2. Reproductoras
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Anexo 3. Donadoras

S

Anexo 4. Corral de Empadre

52



Anexo 5. Aplicacion de Protocolo FSH

Anexo 6. Aplicacion de Procolo CIDR
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Anexo 7. Aplicacion de CIDR + FSH

Anexo 8. Aplicacién de FSH
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Anexo 9. Lavado de embriones

Anexo 10. Utilizacion de Sonda Foley de tres vias.
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Anexo 11. Recuperacion de embriones

Anexo 12. Evaluacion de embriones
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Anexo 13. Calidad de Embriones




