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DOSIS DE GONADOTROPINAS (eCG Y hCG), SUPEROVULACION
Y OBTENCION DE EMBRIONES EN ALPACAS

I 1 L3 » », 3
César Novoa , Enrique Francoz’ Wilber Garcia’ y Danilo Pezo®

Abstract

Research on the effect of different doses of gonadotropins on superovulation in
Huacaya alpacas is reported. Adult estral females (3-6 years old) with ovarian folicles
less than 7 mm in diameter, as ascertained by ultrasonography, were utilized . The
treatments were: T1) n=6; day 0 : eCG, 750 1u, im; day 5: hCG, 750 iu, mi , T2) n=6;
day 0: e CG, 500 iu, im; day 5: hCG, 750 iu, im and T3) n = 6; day 0: eCG, 750 iu, mi ;
day 5: hCG, 1000 iy, im. In each of these treatments, the hormones were injected at
07:00 hours and on day 5, the females were mated twice by intact males, at 07:00 and
17:00. Confirmation of ovulation and embryo collection was done by mid-ventral
laparotomy, carried out as follows: A) in T1 and T2, 50% of the females were done on
day 7 and the remainder on day 8 post-injection of hCG and B) in T3, all females were
done on day 3, after hCG injection. The number of ovulations in T3 (12.6 + 1.8) was
significantly higher (p<.10) than in T2 (6.0+ 2.8) but it did not differ from results of T1
(6.8 +2.6) (p>.10). Embryos were collected only from females in T3 (31/126). Doses of
500 and 750 eCG iu and 750 hCG 1u effectively induced superovulation in alpacas, but
the embryo collection method must be imporved in order to increase the recovery rate.
Key Words: superovulation, alpaca.

=~ Resumen

Se estudié el efecto de dosis de gonadotropinas sobre la superovulacién en
alpacas, también la coleccién de embriones a diferentes periodos post monta natural.
El estudio se realiz6 en la estacién de investigaciones de Marangani-La Raya, del IVITA
(Instituto Veterinario de Investigaciones Tropicales y de Altura), ubicado en Cuzco, a
4200 msnm, 71° latitud sury 71° longitud oeste; se usaron hembras adultas (3 a 6 afios
de edad) de la raza Huacaya, que estaban en celo y que al examen ovdrico por
ultrasonografia, tenian foliculos menores de 7 mm de didmetro. Los tratamientos fue-
ron: T1) n=6;dia0: 750 ui, im de eCG; dia 5: 750 ui, im de hCG, T2) n = 6; dia 0: 500
ui, im de eCG; dia 5: 750 ui, im de hCG y T3) n = 6; dia 0 : 750 ui, im de eCG; dia 5:
1000 ui, im de hCG. En los tres casos las hormonas fueron inyectadas a las 7:00 horas
y las hembras fueron servidas con macho entero, el dia 5, dos veces, alas 7:00 y 17:00
horas. El registro de ovulaciones y la coleccién de embriones se hicieron mediante
laparotomia ventro medial, como sigue: a) en T1 y T2, el 50% de animales fue interve-
nido a los 7d 'y el resto a los 8d post inyeccién de hCG y b) en T3, todos los animales
fueron intervenidos a los 3 d de dicha inyeccién. El ndmero de ovulaciones en T3 (12.6
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+ 1.8) fue significativamente mayor (P <. 10) comparado con T2 (6.0 + 2.8) pero no con
T1 (6.8 £ 2.6). S6lo en T3 se recuperaron embriones (31/126), esto es, cuando la colec-
cion se hizo 3 dias después de la inyeccién de hCG. Se concluye que, la dosis de eCG
entre 500 y 750 ui y de hCG de 750 ui, son apropiadas para inducir ovulacién miiltiple
en alpacas. El método de coleccién de embriones empleado, requiere de algunos ajustes

para mejorar su eficiencia.

Palabras clave: Superovulacién, alpaca.

Intraduccion

La mayoria de la poblacién de alpacas
y llamas en el pais se cria en rebaios
pequeiios, de composicidn heterogénea, que
incluyen animales de diferentes colores y de
razas (alpacas Huacayay Suri y llamas Chaku
y Ccara) y sus cruces. En estas condiciones
los diferentes recursos genéticos se
encuentran sub utilizados, su potencial
productivo que podria ser mejorado mediante
seleccion se ve muy limitado. Para superar
estas limitaciones varias instituciones estin
trabajando en la formacidén de nicleos
genéticos de alpacas y llamas “puras” y, con
base en estos animales preseleccionados,
avanzar en el mejoramiento genético
mediante seleccion de los animales que
rednen caracteristicas deseables desde el
punto de vista productivo. El objetivo es
lograr que la ganancia genética acumulada
en dichos nitcleos, sea transmitida a los
rebafios de los productores en forma de
vientres y reproductores mejorados.

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

Los estudios sobre OM y TE en
alpacas y llamas son escasos. Para estimular
el crecimiento folicular se ha utilizado la
gonadotropina coridnica equina (eCG) o la
hormona estimulante del crecimiento
folicular (FSH) y luego para inducir la
ovulacién multiple se ha empleado ya sea
la gonadotropina coriénica humana (hCG),
la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH) o la monta natural. Estos
tratamientos han sido aplicados ya sea en
fase folicular (Novoa y Sumar 1968;
Palomino et al.,1987; Bravo et al.,1995) o
en fase Progestacional inducida (Bourke et
al., 1992, 1994; Correa et al., 1994). En
general los tratamientos indicados, tanto en
fase folicular como progestacional,
resultaron en una respuesta ovulatoria
variable, el nimero de ovulaciones varié
entre 2 a 11. En aquellos ensayos en que se
us6 monta natural para inducir la
superovulacidn, la respuesta fue nula o baja,
comparada con aquella en que se usé6 hCG
o GnRH. Recientemente, Veldsquez y
Novoa (1999) probaron el uso de 1000 ui
de eCG seguida de 1000 ui de hCG, tanto
en fase folicular como Progestacional
inducida, obteniendo 8.2 +2.6 y 17.8 £ 8.3
ovulaciones, respectivamente. Esta
diferencia fue significativa (P<,05); sin
embargo la respuesta ovdrica fue excesiva,
particularmente, en el tratamiento en fase
progestacional, lo que determiné que el
ovario quede atrapado en la bolsa ovarica.
Con tales antecedentes este estudio se
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planteo los siguientes objetivos: 1)probar dos
dosis de eCG (500 y 750 ui) y dos dosis de
hCG (750 y 1000 ui) y su efecto sobre la
superovulacién en alpacas y 2) Colectar
embriones por medios quirtrgicos a los 3,7
y 8 d. pos inyeccién de hCG

. Material y Métodos

El estudio se realiz6 entre abril y mayo
de 1997, en la Estacién Experimental de
Marangani - La Rayadel Instituto Veterinario
de Investigaciones Tropicales y de Altura
(IVITA) de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos. La Estacién se encuentra a
4,200 msnm, 71° latitud sur y 71° longitud
oeste en el Departamento del Cusco.

Animales y Manejo

Se utilizaron 22 alpacas de la raza
Huacaya (3 a 6 afios de edad) de 55 a 60 Kg.
de peso vivo, que se encontraban en celo y
que al examen ovéarico mediante
ultrasonografia mostraron un desarrollo
folicular menor de 7mm de didmetro. El
examen de celo se hizo por observacién de la
conducta en presencia de macho y la
inspeccioén ovérica mediante un ecografo B-
mode, Aloka, SSD-210 Dx, con dispositivo
de aplicacién rectal (I shape, 5 mhz de
frecuencia). Durante el estudio las hembras
fueron alimentadas en pasturas cultivadas, una
mezclade Tripolium repens y Lolium perenne
y estuvieron separadas de machos enteros con
laexcepcién del dia en que recibieron servicios
controlados, de acuerdo al plan de tratamiento
que se describe a continuacién.

Tratamientos

Los tratamientos hormonales fueron
los siguientes:

T1)n=6;dia0: 750 ui, im de eCG (Folligon,
intervet. int. Holanda); dia 5: 750 ui,
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im de hCG (Pregnyl, Quimica Suiza)

T2) n = 6; dia 0: 500 ui, im de eCG:; dia 5:
750 ui, im de hCG

T3) n= 6; dia 0: 750 ui, im de eCG:; dia 5:
1000 ui, im de hCG

En los tres casos la inyeccidon
hormonal se aplic6 en una sola dosis a las
7.00 horas y las hembras fueron servidas con
macho entero el dia 5, dos veces, a las 7.00
y 17.00 horas.

Registro de Ovulaciones y Coleccion de
Embriones

Se realizé una laparotomia a través de
la linea media ventral, de acuerdo al
procedimiento descrito por Dietz et al.
(1975), luego los ovarios fueron expuestos
procediéndose a contar el nimero de cuerpos
luteos y a continuacién se realizé la
coleccién de embriones.

Con el objeto de obtener informacion
colateral sobre el estadio de desarrollo de
los embriones, la intervencion quirdrgica y
lavado del tracto reproductivo para recuperar
embriones se ejecutd como sigue: en T1y
T2, 50% de animales alos 7 d. y el otro 50
% a los 8 d post inyeccién de hCG y en el
T3 a los 3 dias después de dicha inyeccién.

El lavado del tracto reproductivo se
realizé con solucién salina fisiolégica
(60ml.) ingresando por el infundibulo y
colectando el liquido del lavado mediante
una pipeta pasteur, cuyo extremo mads
angosto, habia sido insertado en el cuerno
uterino. Para asegurar que el liquido pase a
través de la pipeta fue necesario obliterar el
cuerno uterino con una pinza, aplicada en
la parte media del cuerno. Los embriones
fueron localizados mediante un microscopio
usando 30 de aumento, se anoté el mimero
recuperado y su estadio de desarrollo
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Analisis de Resultados

El nimero de cuerpos luteos, usado
como parametro para medir la respuesta
ovulatoria, fue sometido a anadlisis de

variancia y la comparacion entre promedios -

se realizé mediante la prueba de Duncan
(Steel and Torrie, 1990). El modelo lineal
empleado fue el siguiente: yij=u+Ti+Eij;
donde yij=observacion individual, u=media
poblacional, i=tratamientos 1,2,3, y Eij=
error experimental.

En el caso de los embriones se
describe el nimero recuperado del oviducto
izquierdo y derecho y su estadio de
desarrollo y el porcentaje total de
recuperacion.

__ Resultados y Discusion

Los resultados sobre la respuesta
ovulatoria se muestran en el Cuadro 1y los
relacionados con la coleccion de embriones
en el Cuadro 2. Respecto al numero de
ovulaciones, las diferencias observadas
entre tratamientos no fueron significativas
con la excepcién de T2 (6.0+2.8) que fue
. significativamente menor (P<.10) que T3
(12.6+1.8). Esta diferencia probablemente
se deba a la dosis de eCG y no de hCG
empleadas ya que los resultados de T3 vs
T1 no fueron diferentes; en general estos
resultados son consistentes con los
obtenidos previamente (Veldsquez y Novoa
1999), con la diferencia que en este caso la
respuesta ovulatoria fue mds moderada en
nimero de ovulaciones asi como en el
numero de foliculos quisticos (>de 13 mm
de didmetro); s6lo un animal en T1 mostré
3 foliculos quisticos. Aunque los animales
tratados tuvieron foliculos menores de 7 mm
de didmetro la respuesta ovulatoria
individual fue variable y similar a la
registrada en otros estudios (Veldsquez y
Novoa, 1999; Bravo et al., 1995). Esto
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probablemente se deba a la variacién en
desarrollo folicular, presente en los
animales al momento que recibieron la
inyeccién gonadotrépica. En vacas,
Monniaux et al. (1983) demostraron que
la mejor respuesta ovulatoria se obtiene
cuando en el ovario se encuentra una
poblacion suficiente de foliculos pequefios
(=2mm de didmetro). En vacas la inyeccién
de eCG en la mitad de la fase luteal (8 a 12
d) del ciclo, provoca la mayor respuesta
ovérica debido a que en ese momento
contiene el mayor nimero de foliculos
antrales de pequefio y mediano tamafo.
Con respecto a la coleccién de embriones,
sOlo en T3 se recuperaron 31 de un total de
126 embriones potenciales (es decir 126
ovulaciones) y se encontraban en el estadio
de 2 a 8 bastomeros. En éste caso la
coleccién se realizé 3 d después de la
inyeccién de hCG; en cambio en T1 y T2
la coleccién se efectud los a 7y 8 d después
de dicha inyeccién y la recuperacién fue
cero embriones. A pesar que la técnica de
coleccion fue la misma en los tres casos,
no se tiene una explicacién clara para el
fracaso en larecuperacién de embriones en
T1 y T2. Observaciones previas, que
requieren verificacién, indicarian que el
desarrollo embrionario en alpacas es mas
rapido que en otros rumiantes, de tal suerte
que a los 7-8 d post inseminacién (i.e post
inyecciéon de hCG) los embriones se
encontrarian en el estadio de blastocito
expandido, es decir libre de la zona
peldcida. En esta condicion los embriones
pueden ser ficilmente dafiados por la
manipulacién del lavado y, por lo tanto,
imposibilitar su recuperacion. -

El hecho de no haber recuperado
6vulos sin fertilizar indicaria que el régimen
de monta utilizado es el apropiado para
lograr la fertilizacién masiva de vulos. Esto
sin embargo requerird confirmacién en la
medida que se mejore la eficiencia en la
coleccion de embriones.
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Cuadro 1. Respuesta ovulatoria (cuerpos luteos) en alpacas tratadas con diferentes dosis
de ecg y heg.
Tratamientos Hembras Cuerpos Luteos (n)
n -
(m Ovario Ovario Total X x5 Rango
Izquierdo Derecho
T1: Diao; eCG, 750 ui, im 6 20 21 41 6.8+2.6 1-18
Dia 5; HeG, 750 ui, im
T2: Dia0; eCG, 500 ui, im 6 14 22 36 6.0£2.8 1-18
Dia 5; hCG, 750 ui, im
T3: Dia0; eCG, 750 ui, im 6 62 64 126  12.6x1.8 5-21
" Dia 5; hCG, 1000 ui,im
T2 Vs T3 (P<.10)
Cuadro 2. Ovulaciones (cuerpos liteos) y embriones colectados en alpacas

tratadas con 750 ui, eCG (dia 0) y 1000 ui, hCG (dia 5).

Cuerpos Liteos (n)

Embriones Colectados (n) '

Hembra Ovario

Oviducto

2
Izg. Der. Total Izg. Der. Total %
] 6 2 8 2(4cel)® 2 (8cel) 4 50
2 9 10 19 0 0 0 0
3 9 6 15 5 (8cel) 4 (8cel) 9 60
4 12 9 21 2 (2cel) 2 (4cel)
1 (4cel)
3 (4cel) 8 47
5 5 5 10 1 (8cel) 0 1 10
6 9 11 20 6 (4cel) 0 6 30
7 1 4 5 0 2 (8cel) 2 40
8 3 8 11 0 0 0 0
9 2 3 5 0 1 (8cel) 1 20
10 6 6 12 0 0 0 0
TOTAL 62 64 126 20 11 31 25
1 Coleccién a las 72 horas post inyeccién de hCG
2 Total de embriones/total de cuerpos liteos x 100
3 Entre paréntesis estadio de desarrollo del embri6n
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Conclusiones

Se concluye que las dosis de eCG entre
500 y 750 ui y de hCG de 750 ui, son las
apropiadas para inducir la ovulacién
multiple en alpacas, tanto en cantidad como
en consistencia suficientes para cosechar y
difundir material genético deseado. El
procedimiento quirdrgico empleado para la
coleccién de embriones, con algunos ajustes
para mejorar su eficiencia, abre el camino
para avanzar en la transferencia de
embriones:
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