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Efecto de la administracion de progesterona-larga accion
después del servicio natural sobre la gestacion en llamas
dela Punaargentina

Effect of long-acting progesterone administration after natural mating on
gestation in llamas of the argentinean Puna

Marcos C. Abalos!, Francisco A. Acuiia', Andrea K. Cancino?, Juan F. Aller3*

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de la progesterona-larga accion
(P4LA) administrada en los estadios tempranos de gestacion sobre la concentracion de
P4 plasmatica y las tasas de prefiez y de mortalidad embrionaria/fetal entre 30 y 60 dias de
gestacion. Hembras adultas (n=92) con presencia de un foliculo ovarico >7 mm fueron
naturalmente apareadas con machos de probada fertilidad (dia -2). Al dia 0, ultrasonografia
ovarica fue realizada para confirmar la ocurrencia de la ovulacion. Al dia 2, las hembras
que ovularon fueron asignadas a recibir una dosis de 50 mg IM de PALA (P4LAS50, n=26),
100 mg de PALA (P4LA100, n=22) o 5 ml de solucion salina (Control, n=25). Diagnostico
de gestacion y pérdidas gestacionales fueron determinadas por medio de ultrasonografia
alos 30 y 60 dias de gestacion. Muestras de sangre fueron colectadas en los dias 0, 3, 7,
10 y 14 después de la ovulacion para determinar la concentracion de P4 plasmatica
mediante quimioluminiscencia de microparticulas (CMIA). No se observaron diferencias
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significativas en la tasa de prefiez entre los tres grupos al dia 30 (p=0.20) y al dia 60
(p=0.28). Las tasas de mortalidad embrionaria no fueron diferentes (p=0.86) entre grupos
(P4LAS50=10%, PALA100=5.5% y Control=6.6%). Una mas alta (p<0.05) concentracion de
P4 plasmatica fue determinada en llamas que recibieron 100 mg de P4LA que aquellas
registradas en los otros dos grupos en los dias 3 y 7 después de la ovulacion; sin
embargo, no hubo diferencias entre grupos en los dias 10y 14. Los resultados del estudio
no soportan la hipotesis que la administracion de PALA en los estadios tempranos des-
pués de la ovulacion aumenta la tasa de prefiez o disminuye la mortalidad embrionaria/
fetal en llamas.

Palabras clave: llama, progesterona, tasa de prefiez, pérdida embrionaria

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effects of long-acting progesterone (LAP4)
administered in the early stages of gestation on plasma P4 concentration and pregnancy
and embryonic / fetal mortality rates between 30 and 60 days of gestation. Adult females
(n=92) with the presence of an ovarian follicle >7 mm were naturally mated with males of
proven fertility (day -2). At day 0, ovarian ultrasonography was performed to confirm the
occurrence of ovulation. On day 2, females that ovulated were assigned to receive a dose
of 50 mg IM of LAP4 (LAP450,n=26), 100 mg of LAP4 (LAP4100,n=22), or 5ml of saline
(Control, n = 25). Pregnancy diagnosis and gestational losses were determined by
ultrasonography at 30 and 60 days of gestation. Blood samples were collected on days 0,
3,7, 10 and 14 after ovulation to determine the plasma P4 concentration by microparticle
chemiluminescence (CMIA). No significant differences were observed in the pregnancy
rate between the three groups at day 30 (p =0.20) and at day 60 (p = 0.28). The embryonic
mortality rates were not different (p = 0.86) between groups (LAP450 =10%, LAP4100 =
5.5% and Control = 6.6%). A higher (p <0.05) plasma P4 concentration was determined in
llamas that received 100 mg of LAP4 than those recorded in the other two groups on days
3 and 7 after ovulation; however, there were no differences between groups on days 10
and 14. The study results do not support the hypothesis that administration of LAP4 in
the early stages after ovulation increases the pregnancy rate or decreases embryonic /
fetal mortality in llamas.

Key words: llama, progesterone, pregnancy rate, embryonic loss

INTRODUCCION

En paises de Sudamérica, la cria de lla-
mas (Lama glama) y alpacas (Lama pacos)
es una actividad altamente importante para
miles de familias nativas que viven en los Al-
tos Andes de Peru, Bolivia, Argentina y Chi-
le. En las especies animales de produccion,
las pérdidas embrionarias ocurren durante los
primeros 30-45 dias de gestacion. En el caso
de las alpacas, la tasa de fertilizacion es mo-

deradamente alta, donde se ha encontrado
que el 70-80% de los cigotos recuperados tres
dias después del apareamiento estuvieron en
proceso de division, pero solo 50% de los
cigotos fertilizados sobrevivieron mas de 30
dias de gestacion (Fernandez-Baca et al.,
1970). En otros estudios, se estimo que la
mortalidad embrionaria temprana fue de 10-
15% de todas las prefieces en los primeros
60 dias de gestacion (Bravo et al., 1995),
pero en extremas condiciones de subnutricion
puede alcanzar hasta el 80% en los primeros
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90 dias de gestacion (Alarcon et al., 1990).
Estudios realizados por Leyva y Garcia (1999)
reportaron 12% de mortalidad embrionaria en
los primeros 5 dias posovulacion, mientras que
segun Tibary et al. (2006), dependiendo de
las regiones, pueden ocurrir abortos de ori-
gen infeccioso desde 10% a mas del 70% de
la poblacion de hembras.

La progesterona (P4) tiene un rol clave
en los eventos reproductivos asociados con
el establecimiento y mantenimiento de la ges-
tacion. Estudios en bovinos (Carter et al.,
2008) y en ovinos (Parr et al., 1987), demos-
traron que elevadas concentraciones de P4
en el periodo inmediato posterior a la con-
cepcion soporta el establecimiento de la ges-
tacion, estimula la elongacion del conceptus,
aumenta la produccion de interferon-tau
(IFN-1) y, por lo tanto, resulta en mayores
tasas de prefiez.

En llamas y alpacas no prefiadas, la fun-
cion del cuerpo lateo (CL) es finalizada por
la liberacion de prostaglandina F, (PGF, )
desde el utero (Fredriksson et al., 1988). Por
otro lado, oleadas repetidas de PGF , han sido
observadas desde el dia 9 al 12 después del
apareamiento, indicando una vida media del
CL de 8 a9 dias en llamas (Aba et al., 1998).
En hembras prefiadas, una rapida disminu-
cion en la concentracion de P4 plasmatica
ocurri6 después del dia 8 posterior al aparea-
miento y todos los valores registrados des-
pués del dia 10 fueron signficativamente mas
altos que aquellos registrados en el dia 8 (Aba
et al., 1997). Concomitantemente, esta dis-
minucion temporal en la concentracion
plasmatica de P4 es coincidente con el mo-
mento estimado de reconocimiento materno
de la gestacion (Adams et al., 1991). Por lo
tanto, esta insuficiente funcion luteal es pro-
bablemente una de las causas de pérdida de
prefiez (Vaughan y Tibary, 2006). Causas de
pérdida embrionaria/fetal requieren evalua-
ciones criticas sobre la existencia e inciden-
cia de lainsuficiencia luteal en camélidos sud-
americanos.
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El efecto de la suplementacion exogena
con P4-larga accion (P4LA) administrada en
el periodo temprano después del apareamien-
to natural sobre las tasas de gestacion y mor-
talidad embrionaria/fetal no han sido estudia-
das en llamas. La hipotesis de este trabajo
fue que la suplementacion con P4LA des-
pués del apareamiento natural aumenta las
tasas de prefiez o reducen la mortalidad
embrionaria/fetal hasta el dia 60 de gesta-
cion. Por lo tanto, el objetivo fue evaluar el
efecto de la administracion de PALA dos dias
después de la ovulacion sobre la concentra-
cion plasmatica de P4, la tasa de prefiez y las
pérdidas gestacionales de llamas naturalmen-
te apareadas.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

El trabajo se realizé durante la tempo-
rada reproductiva (diciembre a marzo de
2020) de los camélidos sudamericanos en la
Estacion Experimental Abra Pampa del Ins-
tituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA), ubicada en la provincia de Jujuy (22°
49°S, 65° 47"W), Argentina, a una altitud de
3484 m sobre el nivel del mar.

Todos los procedimientos experimenta-
les fueron realizados teniendo en cuenta las
normas éticas y de bienestar animal y fueron
aprobados por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Experimen-
tacion (CICUAE, Protocolo CRS-J N° 9/19)
del INTA, establecido por el principio de las
tres R: reduccion del nimero de animales,
refinamiento de la técnica y reemplazo de
animales por otras técnicas.

Animales y Disefio Experimental

Aun total de 115 llamas adultas sin cria
y con peso promedio (£DE) de 105.3 + 6.3
kg y condicion corporal de 3.9 £ 0.7 (escala
de 1 a 9) se realiz6 ultrasonografia ovarica
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(Honda HS101V, Japén), con transductor li-
neal de 5-MHz por un mismo operador (dia -
2). Las hembras con presencia de un foliculo
ovarico >7 mm (n=92) fueron naturalmente
apareadas (servicio individual controlado) con
machos de probada fertilidad y tratadas con
100 pg de un analogo de GnRH (gonadorelina,
IM, Gonasyn GDR®, Zoetis, Argentina) para
asegurar la ovulacion. En el dia 0, se realizo
el examen ultrasonografico para confirmar
la ocurrencia de la ovulacion, evidenciada por
la desaparicion del foliculo >7 mm observado
en el primer examen.

En el dia 2, las hembras que ovularon
(n=73) fueron asignadas aleatoriamente a tres
tratamientos: 1) Grupo P4ALAS0 (n=32): 50
mg IM de P4ALA (MAD4®, Allignani Hnos,
Argentina); 2) Grupo PALA100 (n=29): 100
mg IM de P4LA (n=22); y Grupo Control
(n=31): 5 ml de solucion de CINa 0.9%. Al
dia 7, se realizo ultrasonografia para confir-
mar la ovulacion por medio de la presencia
de un cuerpo luteo. El diagnoéstico de prefiez
se realizo mediante ultrasonografiaalos 30y
60 dias después del apareamiento para eva-
luar la pérdida embrionaria/fetal durante di-
cho periodo. En el caso de las llamas prefia-
das al dia 30, pero no al dia 60, se les consi-
dero que habian tenido pérdida embrionaria/
fetal.

Determinaciones Hormonales

Muestras de sangre fueron colectadas
por puncion de la vena yugular en tubos de
vidrio heparinizados (Fada Pharma, Argenti-
na) en los dias 0, 3, 7, 10 y 14 después de la
ovulacion para determinar la concentracion
de P4 plasmatica. Las muestras fueron in-
mediatamente centrifugadas a 1500 g por 20
min y el plasma fue almacenado a -20 °C.
Las concentraciones de P4 fueron determi-
nadas por la técnica de quimioluminiscencia
de microparticulas (CMIA) utilizando un kit
comercial (Architect Progesterone 7K77,
Abbott, Irlanda). Todas las muestras fueron
procesadas por duplicado en un Unico ensa-
yo. El coeficiente de variacion intra-ensayo

fue <7.2% para concentraciones comprendi-
das entre 0.1 y 40.0 ng/ml, el cual estuvo den-
tro de los rangos convencionales informados
por el fabricante.

Analisis Estadistico

El analisis de los datos fue realizado uti-
lizando el software SAS. Los diametros
foliculares al momento del apareamiento (Dia
-2) fueron comparados entre grupos por ana-
lisis de varianza seguido por el test de Tukey.
El analisis de las concentraciones de P4 fue
realizado por analisis de varianza para medi-
ciones repetidas (Proc Mixed) con el grupo
de tratamiento como variable, para determi-
nar diferencias de concentraciones entre gru-
pos dentro de los dias 0 (dia de ovulacion), 3,
7, 10 y 14 después de la ovulacion y entre
dias dentro de un mismo grupo. La hembra
dentro de tratamiento fue incluida en el mo-
delo como efecto aleatorio. Las concentra-
ciones de P4 fueron solo analizadas en hem-
bras que fueron diagnosticadas como prefa-
das al dia 30, y de esta forma, asegurar que
todas las hembras tuvieron un CL funcional
hasta el dia 14. Las proporciones fueron com-
paradas entre grupos por el test de Chi cua-
drado. Probabilidades <5% (p<0.05) fueron
consideradas estadisticamente significativas.

RESULTADOS

En el dia -2, 92 llamas con un foliculo
ovarico >7 mm de diametro fueron
sexualmente receptivas y exitosamente
apareadas. No hubo diferencias significati-
vas (p=0.66) en el diametro folicular al mo-
mento del apareamiento entre grupos (Cua-
dro 1). En el dia 0 (dia de ovulacién), 73
(79.3%) llamas habian ovulado, por lo tanto,
las hembras que no ovularon (n=19) fueron
excluidas del estudio. No se observaron dife-
rencias (p=0.85) en las tasas de ovulacion
entre grupos y todas las hembras que
ovularon desarrollaron un CL observado por
medio de ultrasonografia al dia 7. Las tasas
de prefiez fueron similares entre grupos, tan-
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Cuadro 1. Numero (%) de llamas prefiadas en los dias 30 y 60 de del apareamiento natural
tratadas con 50 o 100 mg de progesterona-larga accion (P4LA) dos dias después

de la ovulacion

) Tratamientos
Variables PALASO  PALAIO0  Conol  » 4"
Dia -2 (N.° hembras con FD >7 32 29 31
mm)
Dia -2 (diametro FD, mm; media 8.710.2 9.2+0.1 8.5+0.2 0.66
+ EEM)
Dia 0 (N.° de hembras que 26 (81.2) 22 (75.9) 25 (80.6) 0.85
ovularon)
Dia 30 (prefiadas/hembras que 20 (76.9) 18 (81.8) 15 (60.0) 0.20
ovularon)
Dia 60 (prefiadas/hembras que 18 (69.2) 17 (77.3) 14 (56.0) 0.28
ovularon)
Mortalidad embrionaria (entre 30  2/20 (10.0) 1/18 (5.5) 1/15 (6.6) 0.86
a 60 dias de la monta)
Tasa de prefiez (por hembra 18/32 (56.2) 17/29 (58.6) 14/31(45.2) 0.53
apareada)

Dia -2 = dia del apareamiento natural; Dia 2 = dia del tratamiento con 50 or 100 mg de P4LA o solucién
salina 0.9% (Control); FD = foliculo dominante; EEM = error estandar

Cuadro 2. Concentracion plasmatica de progesterona (ng/ml; media + EEM) para llamas
apareadas y tratadas con progesterona-larga accion (P4LA)

Dias después de la ovulacion

Tratamiento

0 3 7 10 14
P4LAS0 0.4+0.1¢ 3.0+0.2° 4.2+0.3°" 5.0+0.2° 5.7+0.3"
P4LA100 0.5+0.1¢ 4.6+0.4% 5.7+0.4% 5.2+0.3" 6.0+0.4"
Control 0.6+0.1¢ 1.2+0.1¢ 4.0+0.2% 4.8+0.3¢ 6.2+0.4°

abc | etras diferentes dentro de una misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)
def | etras diferentes dentro de una misma fila indican diferencia significativa (p<0.05)
Dia 0 = ovulacién; Dia 2 = dia de tratamiento con 50 o 100 mg de progesterona-larga accion
(P4LA) o solucidn salina 0.9% (Control); EEM = error estandar

to al dia 30 (p=0.20) como al dia 60 (p=0.28;

Las concentraciones de P4 plasmatica

Cuadro 1). Las tasas de mortalidad se presentan en el Cuadro 2. Se observo una
embrionaria/fetal determinadas entre el dia mayor concentracion de P4 (p<0.05) en el
30 y 60 de gestacion no fueron signifi- dia 3 en las llamas que recibieron P4LA (50
cativamente diferentes (p=0.86) entre gru- y 100 mg) comparado con las del grupo Con-

pos de tratamientos (Cuadro 1).
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en llamas del grupo LAP4100 fue mas alta
en el dia 7 que las observadas en los otros
dos grupos. Por otro lado, no se detectaron
diferencias significativas (p>0.05) entre gru-
pos en los dias 10 y 14 pos-monta.

Se observo una evolucion similar de la
P4 plasmatica para los grupos P4ALAS0 y
P4L.A100, siendo similares en los dias 7, 10 y
14 en ambos grupos. En el grupo Control, las
concentraciones de P4 fueron similares en
los dias 7 y 10, pero significativamente mas
alta (p<0.05) en el dia 14.

DiscusioN

Varios informes han documentado la
eficacia del tratamiento con P4 para
sincronizar la emergencia de la onda folicular
en llamas (Chaves et al., 2002; Aller et al.,
2015; Veiga et al., 2018); sin embargo, no se
ha encontrado literatura disponible sobre el
efecto de la suplementacion con P4-larga
accion en estadios tempranos después del
apareamiento sobre la tasa de prefiez o so-
bre la mortalidad embrionaria/fetal en llamas.

Se ha demostrado que las concentra-
ciones elevadas de P4 en los estadios
tempranos después del servicio favorecen los
cambios temporales que ocurren en el
transcriptoma del endometrio (Forde et al.,
2011) y que la consecuencia es una mayor
velocidad en la elongacion del conceptus aso-
ciado con una mayor sobrevivencia
embrionaria (Carter et al., 2008) y una co-
rrelacion positiva con la secresion del INF-t
en bovinos (Kerbler et al., 1997) y en ovinos
(Satterfield et al., 2006). Estudios mas re-
cientes sugirieron que, a pesar de los efectos
positivos de la administracion de P4 sobre el
desarrollo del conceptus, este puede no
traducirse en una mayor sobrevivencia
embrionaria (Beltman et al. 2009), posible-
mente debido a su potencial efecto negativo
sobre la sintesis y liberacion de P4 del cuer-
po luteo (O'Hara et al., 2014) y, en Gltima
instancia, llevando a la lutedlisis y pérdida

embrionaria (Garrett ef al., 1988). Este efecto
negativo no fue observado en el presente es-
tudio en llamas, dado que las tasas de gesta-
cion fueron estadisticamente similares en las
llamas tratadas con P4LA y el grupo Control
en los dias 30 y 60 de gestacion, aunque se
observd un porcentaje de prefiez numérica-
mente superior (no significativo) en los gru-
pos tratados comparado con el obtenido en el
grupo Control.

En llamas, Palomino et al. (2006) re-
portaron que la administracion de 15 mg de
proligestona en los dias 6 y 7 después del
apareamiento no aumentaron la tasa de pre-
fiez observada en el dia 35 de gestacion com-
parado a hembras que recibieron placebo; sin
embargo, la sobrevivencia embrionaria fue
mas alta en llamas que recibieron 0.2 mg/dia
de benzoato de estradiol comparado a la ad-
ministracion de proligestona. En el camello
dromedario ha sido demostrado que en el
periodo temprano de gestacion (dia 10), el
embrion exhibe una alta actividad de sintesis
de grandes cantidades de estradiol que po-
drian prevenir la lutedlisis (Skidmore ef al.,
1994).

Otros tratamientos han sido utilizados
con ¢l objetivo de aumentar la concentracion
periférica de P4 y la tasa de prefiez. Skidmore
et al. (2002) administraron diariamente 150
mg IM de progesterona oleosa desde el dia
anterior a la transferencia de embriones has-
ta el dia 25 en camellas receptoras sin obser-
var diferencias significativas en la tasa de
prefiez entre las hembras tratadas con P4
(44.0%) y las hembras no tratadas (67.0%).
Por otro lado, Abalos et al. (2018) observa-
ron que en llamas tratadas con GnRH al dia
7 después del apareamiento natural se desa-
rroll6 un nuevo cuerpo luteo producto de la
ovulacion de un foliculo dominante presente
en ese dia; sin embargo, ni la concentracion
de P4 ni la tasa de prefiez fueron afectadas
por el cuerpo liteo acccesorio.

En el presente trabajo, las tasas de mor-

talidad embrionaria/fetal no fueron diferen-
tes entre llamas tratadas y no tratadas con
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P4LA en el periodo evaluado; sin embargo,
Abalos et al. (2018) no observaron mortali-
dad en el periodo considerado, diferencia que
podria ser explicada por la baja condicion
corporal de las llamas utilizadas en el presen-
te estudio.

La caida temporal de la concentracion
de P4 plasmatica ha sido observada el dia 8
pos-ovulacion con recuperacion después del
dia 10 en hembras prefiadas (Adams et al.,
1991). En el presente estudio, la concentra-
cion plasmatica de P4 periférica en llamas
tratadas con 100 mg de PALA fue diferente
a las concentraciones determinadas en las lla-
mas no tratadas y tratadas con 50 mg de
P4LA en los dias 3 y 7 despues de la ovula-
cion; sin embargo, no se observaron diferen-
cias en las concentraciones de P4 en los dias
10 y 14 entre llamas tratadas y no tratadas.
En consecuencia, es posible que las concen-
traciones de P4 no fueron elevadas un tiem-
po suficiente después del apareamiento na-
tural para tener un mayor efecto sobre la fun-
cion uterina y la interaccion materna-
embrionaria. Las concentraciones de P4 de-
terminadas en el presente estudio en los dias
3,7, 10 y 14 después de la ovulacion en lla-
mas no tratadas, son concordantes con aque-
llas concentraciones determinadas en estu-
dios previos en llamas (Adams et al., 1991;
Abalos et al., 2018).

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio no
soportaron la hipdtesis que la administracion
de progesterona-larga accion en los estadios
tempranos después del apareamiento natural
aumenta la tasa de prefiez o disminuye la
mortalidad embrionaria/fetal en llamas.
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