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RESUMEN

El objetivo del trabajo actual fue caracterizar y determinar el nimero de foliculos emergentes
en cada onda folicular en alpacas. El estudio fue realizado durante el primer trimestre del 2016 en el
Centro de Investigacion y Produccion Chuquibambilla de la Universidad Nacional del Altiplano en
la region Puno. Se emplearon 34 alpacas suri hembras adultas, vacias, sin cria al pie, sin antecedentes
de anormalidades reproductivas y con presencia de un foliculo dominante > 7 mm, para ser inducidas
a ovulacion mediante la aplicacion intramuscular de 4.2 pg de acetato de buserelina (dia 0). Dos dias
después del estimulo hormonal, se registré el desarrollo folicular individual a partir del nimero total
de foliculos antrales > 3 mm en ambos ovarios mediante un seguimiento ecografico transrectal
interdiario de hasta 60 dias. El total de animales en investigacion tuvieron acceso a pastizales
naturales y estuvieron sujetos a similares condiciones de manejo. Se determind que la emergencia
folicular se produjo el dia 4.5 £ 1.4 (rango 2-8). El nimero de foliculos antrales (NFA) > 3 mm
calculado durante la emergencia folicular fue en promedio 2.8 £ 1.3 (rango 1-8). Los resultados
muestran que a pesar de haber una notable similitud (P>0.05) en el NFA > 3 mm durante emergencias
sucesivas, existe una diferencia significativa en el numero de foliculos emergentes entre animales
distintos (P<0.05). La repetibilidad del NFA > 3 mm calculada durante la emergencia folicular fue
de 0.72. El intervalo interonda promedid los 16.9 &+ 3.9 dias, se definié6 como un caracter variable
entre animales y presentd una repetibilidad de 0.23. Se concluye que el nimero de foliculos
emergentes > 3 mm en alpacas representa una caracteristica variable entre individuos distintos, pero
altamente repetible dentro de un mismo animal; siendo ademas el intervalo interonda un caracter no

repetible en alpacas.

Palabras claves: emergencia, foliculos, repetibilidad, alpacas

viii



ABSTRACT

The objective of this work was to characterize the follicular emergence and determine the
repeatability of the follicular wave in alpacas. The study was conducted during the months of January
and March 2016 at the Center of Research and Production Chuquibambilla of the National University
of the Altiplano in Puno. We used 34 adult suri alpacas, empty, without breeding at the foot, with no
history of reproductive abnormalities and with the presence of a dominant follicle > 7 mm, to be
induced to ovulate by intramuscular application of 4.2 pg of buserelin acetate (day 0). Two days after
the hormonal stimulation, the individual follicular development was recorded from the total count of
antral follicles > 3 mm in both ovaries by transrectal ultrasound follow-up of up to 60 days. All the
animals in the study were aliment natural pastures and get the like management conditions. It was
determined that the emergence of the follicular wave occurred on day 4.5 = 1.4 (range 2-8). The
number of antral follicles (NFA) > 3 mm calculated during the follicular emergency was on average
2.8 = 1.3 (range 1-8). The results show that despite having a remarkable similarity (P>0.05) in NFA
> 3 mm during successive emergencies, there is a significant difference in the number of follicles
emerging between different animals (P <0.05). The repeatability of NFA > 3 mm calculated during
follicular emergence was 0.72. The interwave interval averaged 16.9 + 3.9 days, was defined as a
variable character among animals and presented a repeatability of 0.23. It is concluded that the
number of emergent follicles > 3 mm in alpacas represents a variable characteristic among different
individuals, but highly repeatable within the same animal; the inter-wave interval being also a non-

repeatable character in alpacas.

Key words: emergency, follicles, repeatability, alpaca
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I INTRODUCCION

Las poblaciones altoandinas asentadas por arriba de los 3,800 m.s.n.m tiene por ocupaciéon mas
importante a la ganaderia y es la crianza de los camélidos sudamericanos domésticos una actividad de
impacto en su desarrollo socio-econdmico, esto gracias a la gran adaptabilidad de estas especies a las
agrestes condiciones del medio ambiente y al beneficio directo que se obtiene a partir de la produccion
de fibra de magnifica calidad y de proteina animal (Fernandez-Baca, 1991); este recurso se suele

distribuir generalmente en rebafios de 10 a 100 animales (Bravo y Huanca W, 2012).

La mejora de la calidad genética de un rebafio sustenta la aplicacion de biotecnologias
reproductivas como la superovulacion y la transferencia de embriones, con el propdsito de producir
multiples crias de hembras genéticamente superiores (Stewart, 2013). Sin embargo, a pesar de que el
uso de protocolos de superovulacion y que la tecnologia de transferencia de embriones ha sido
reportada en camélidos sudamericanos, atin existen deficientes resultados en la aplicacion de la técnica
de transferencia de embriones en estas especies, lo que ha sido relacionado con una alta variabilidad
en la respuesta a los tratamientos con gonadotropinas durante la superestimulacion y una disminucion
en la tasa de recuperacion de embriones (Ratto et al., 2013). Se cree que en parte esta variacion es
dependiente del numero de foliculos que emergen durante el inicio de cada onda folicular, como
sucede en rumiantes (Ireland et al., 2007), en donde la técnica de superovulacion ha demostrado ser
en vacas mas efectiva al ser aplicada en aquellos animales con un mayor nimero de foliculos antrales
al inicio de la superovulacion (Singh et al., 2004). Los pequeiios foliculos antrales son el objetivo
directo de los diversos protocolos con gonadotropinas y es precisamente la gran variabilidad
individual en su numero lo que constituye el factor mas limitante en el éxito de las biotecnologias de

produccion de embriones por superovulacion en rumiantes (Ireland et al., 2007).



Miltiples estudios sobre el desarrollo de foliculos ovaricos en bovinos y dromedarios han
demostrado la posibilidad de poder realizar una clasificacion de los animales a partir del nimero de
sus foliculos emergentes, previo al inicio de los procedimientos de superovulacion; esto gracias a que
se ha descrito por ultrasonografia, que el numero de foliculos antrales durante la emergencia de las
ondas foliculares representa una caracteristica muy variable entre individuos distintos, pero altamente

repetible dentro de un mismo animal (Burns et al., 2005; Manjunatha et al., 2012).

A partir de lo expuesto, el presente estudio pretende caracterizar y determinar el numero de
foliculos emergentes en cada onda folicular en alpacas, que permita realizar una clasificacion de los

animales basada en el nimero de sus foliculos emergentes.



II. REVISION BIBLIGRAFICA

2.1 Anatomia reproductiva femenina de la alpaca

Se ha descrito que los ovarios son dos estructuras similes ubicados dentro de la cavidad
abdominal; ellos logran quedar suspendidos en la region sublumbar a través del mesovario y se
disponen dorso lateralmente a los cuernos uterinos (Sato et al., 1986; Bravo et al., 2000). Su forma
es oval y ligeramente aplanada, que se caracterizan por presentar, en las hembras adultas, una
superficie irregular y lobular (Sato et al., 1986), a consecuencia de a la aparicion de uno o mas
foliculos o de un cuerpo luteo en diferentes estadios de maduracion. El ovario cuenta con una corteza

y una médula. En la zona de la corteza se encuentran los foliculos (Bacha Jr y Bacha, 2001).

En alpacas adultas, aquellos foliculos diametralmente superiores a los 4 mm son prominentes
en la superficie del ovario (Adams et al., 1989) llegando a sobresalir hasta el 85% de la superficie del
mismo (Del Campo et al., 1996) y ser detectables via rectal por palpacion; sin embargo, por
ultrasonografia los foliculos son identificados cuando estos alcanzan los 3 mm de diametro (Adams
et al., 1989). El ovario mide en promedio: 1.6 x 1.1 x 1.1 cm en su largo, ancho y profundidad
respectivamente; con un peso individual promedio de 2 g (Sato y Montoya, 1990). El ovario esté
rodeado completamente por la bursa ovarica, que constituye un pliegue del mesosalpinx, cuya
porcidn apical comunica con la fimbria del oviducto por medio de un amplio orificio circular (Bravo

et al., 2000).

Los oviductos son dos estructuras tubulares de trayecto sinuoso suspendidos en la cavidad

abdominal por el mesosalpinx, miden 10-12 cm de longitud y su didmetro es de apenas 2-3 mm (Sato



et al.,1986); individualmente, los oviductos estan unidos a su respectivo cuerno uterino ipsilateral por
medio de una angosta abertura llamada itsmo, de 3 a 4 mm de diametro, que se haya rodeada por un
esfinter (Tibary y Memon, 1999). La presencia de este esfinter permite controlar los movimientos
retrogrados de fluidos del ttero hacia los oviductos, pero si permite su paso en el sentido inverso
(Sumar y Adams, 2007). Los oviductos cumplen funciones de importancia, pues en ellos se realiza la
captacion de ovocitos liberados desde el ovario y el almacenamiento de espermatozoides depositados
en utero después de una copula exitosa, que proporcione un ambiente Optimo que posibilite la

fecundacion y que garantice el desarrollo del embrion (Sato y Montoya, 1990).

En relacion al utero, se presenta bicornio e in sifu se asemeja a la letra “Y”, esta estructura
presenta: cuerpo, cérvix y cuernos. Con una forma cilindrica, los cuernos giran en direccion ventral
describiendo un trayecto espiral y una posicion final lateral en relacion a su cuerno respectivo, miden
cada uno 7.5 cm de largo (Sato et al., 1986) y 3.01cm de diametro aproximadamente (Bravo y Sumar,
1989). El cuerno siniestro es mas grande que el diestro a partir del periodo fetal; siendo esto mas
evidente en individuos con multiples pariciones (Fernandez-Baca et al., 1973). El cuerpo del ttero es
relativamente corto, de forma tubular, con un largo y diametro de 1.5 y 2 cm, respectivamente (Sato
et al., 1986). La mucosa del cuerpo es lisa, constituida por células epiteliales cilindricas simples y en
donde la porcion submucosa contiene un componente fibroso denso abundante en la cual se localizan
diminutas glandulas dispersas (Sato et al., 1986). La cérvix es un canal sinuoso de 2 a 5 cm de largo,
cuenta con 2 a 3 anillos anulares y esta tapizada por una mucosa de superficie finamente plegada
(Sato et al., 1986). En el mismo sentido, el nivel de apertura o de cierre se encuentra sujeto al factor
endocrino, de manera que su luz se dilata durante la receptividad sexual facilitando asi la copula;
pasando a ser estrecha en animales gestantes con el fin de procurar evitar una posible contaminacion

del utero durante el desarrollo del feto (Sato y Montoya, 1990).

La vagina en su eje longitudinal en promedio mide 13.4 cm y cuenta con un didmetro medio
de 3.4 cm, la cual presenta una mucosa con multiples dobleces (Bravo y Sumar, 1989). Se
caracteriza por ser una estructura muy elastica. El himen constituye el espacio formado en medio
de la vagina y la vulva. Se ha descrito que la vulva representa el limite genital desde caudal, la
cual presenta una hendidura vulvar de aproximadamente 2.5 cm de longitud que comunica con
la parte externa. (Sato y Montoya, 1990; Bravo et al., 2000); Los labios vulvares son poco

prominentes, generalmente pigmentados y con escasa pilosidad. El clitoris esta ubicado en



comisura labial ventral y mide en su eje longitudinal de 0.5 a 1 cm aproximadamente (Sato et al.,

1986).

Con respecto a la vascular del aparato reproductor, estudios realizados respecto a la
distribucion de las arterias demostraron en alpacas que un 90% de animales presentaron un cuerno
uterino siniestro mas irrigado (Sato et al., 1988) pese a que ambos ovarios son igualmente activos en
el aporte de foliculos (Fernandez Baca et al., 1970a). Esta mayor irrigacion del cuerno uterino
izquierdo es debido a una rama de la arteria uterina derecha, que logra cruzar a través del tabique

intercornual (Del Campo et al., 1996).

2.2 Fisiologia reproductiva en la alpaca
2.2.1 Pubertad

Por definicion se considera que las hembras de los mamiferos alcanzan la pubertad cuando
estas son capaces de liberar ovocitos viables y son competentes en desarrollar un comportamiento
sexual completo (Hafez y Hafez, 2002). En tal sentido; Novoa et al. (1972) comprobo en alpacas
que las hembras de 12 meses de edad muestran un comportamiento sexual semejante a hembras
de dos o mas afios. Sin embargo, se ha descrito por ultrasonografia que en alpacas destetadas a
los 8 meses de edad ya exhibian un desarrollo de foliculos diametralmente de los 2 a los 4 mm,
con 9 meses presentaban foliculos > Smm y a los 11 meses ya contaban con foliculos > 7 mm
(Pacheco et al., 2017). En llamas; a través de la concentracion del sulfato de estrona, se determind

que la actividad folicular comienza alrededor de los 5-6 meses de edad (Adams, 2007).

El inicio de la pubertad es influenciado por factores ambientales y estd muy condicionado con
el aspecto nutricional, siendo un mecanismo para evaluar este ultimo el peso corporal. Por esta razon,
se acepta que, para iniciar la pubertad, el animal deba lograr dos tercios del peso corporeo de un
ejemplar en etapa adulta, lo que en alpacas corresponderia a un peso vivo > 33 Kg (Sumar, 1985), se
demostrd una relacion positiva existe al calcular el peso vivo en las madres y la tasa de nacimientos

subsiguiente en alpacas (Leyva y Sumar, 1981).



Se percatd en alpacas, que al brindarles unas buenas condiciones de nutricionales luego del
destete (8 meses de edad), cerca del total de alpacas de 1 afio pueden alcanzar un peso corporeo de
33 kg (Bustinza y Medina, 1986). Sin embargo; debido a las agrestes condiciones del medio ambiente
y el tipo de pasturas de los andes en el Peru, es usual que las alpacas no logren ese peso el primer afio
y es por ello que el inicio de la gestacion se suele postergar hasta alcanzado los 2 afios de edad
(Fernandez-Baca, 1993). Asi mismo; se describid mediante ecografia que en alpacas pos-destetadas
mantenidas en pastos cultivados, es mas frecuente la presencia de foliculos (> 2mm) en aquellos
animales con un mayor peso vivo promedio en comparacion con alpacas mantenidas en pasturas

naturales (Pacheco et al., 2017).

2.2.2 Comportamiento reproductivo

Segun Bravo y Sumar (1989) los camélidos sudamericanos cuentan con la capacidad de poder
reproducirse con éxito durante todo el afio; esto debido a que existe un crecimiento folicular contintio,
sin que el efecto de la estacion influya en el conteo de foliculos > 6 mm visualizados en la corteza
ovarica. Sin embargo; se ha descrito que dentro de su ambiente natural, rebafos de alpacas
desarrollan una conducta por estaciones, en donde se observan que los nacimientos se realizan en los
meses de verano (primer trimestre del afio) (San-Martin et al., 1968). Periodo que corresponde con
las mas favorables condiciones del medio ambiente y mayor disponibilidad de pastos. Actualmente
se consideran que ciertos factores determinantes como temperatura, nutricion y fotoperiodo, pueden
lograr influenciar en las areas del sistema nervioso central responsable de regular la conducta

reproductiva de estas especies (Brown, 2000).

En las comunidades campesinas de los andes, predomina un sistema de crianza donde se
mantienen juntos hembras y machos de forma continua durante todo el afio; y bajo estas condiciones
el empadre y las pariciones ocurren durante los meses lluviosos y calidos (diciembre a marzo), pues
son en estos meses cuando es mas probable que la alimentacion sea abundante, de mejor calidad y
existan mejores condiciones ambientales. En cambio, se ha visto que hembras vacias que
permanecieron apartadas de machos y que fueron presentadas a ejemplares machos de forma
peridodica exhiben una actividad sexual normal y son capaces de procrear en cualquier temporada

(Fernandez-Baca et al., 1972).



Segun lo describen Adams et al. (1989), el comportamiento sexual de los camélidos
sudamericanos refleja una actividad compleja; y en el cual, segin Novoa et al. (1972) en este
comportamiento existe una variabilidad que podria estar atribuida a su grado de domesticacion,
jerarquia social y distribucion geografica. San-Martin et al. (1968) clasifican a los camélidos
sudamericanos dentro del grupo de los ovuladores inducidos, es decir representan a aquellos animales
que necesitan de un estimulo exdgeno (por ejemplo, la copula) para que se desencadene in vivo el
mecanismo ovulatorio (Fernandez-Baca et al., 1970b). Se ha observado que en alpaca, sus periodos
de receptividad sexual son extensos y alcanzan hasta los 40 dias de duracion, siendo interrumpidos

por breves periodos de no mas de dos dias (San-Martin et al., 1968).

2.2.3 Mecanismo neuroendocrino de la funcion ovarica

La reproduccion esta regulada a través de un complejo vinculo entre el sistema nervioso y el
sistema endocrino. Estos dos sistemas interactuan en grupo para iniciar, coordinar y regular todas las
funciones reproductivas a través del eje hipotdlamo-hipofisis-gonadas. Para realizar dicha labor el
sistema endocrino utiliza sustancias denominadas hormonas, moléculas que se originan de las
glandulas endocrinas o del sistema nervioso; las cuales inhiben, estimulan o regulan la actividad sobre
el tejido u 6rgano reproductivo blanco (Hafez y Hafez, 2002; Senger, 2005). El sistema nervioso tiene
el rol fundamental de transmitir los estimulos sensitivos externos y traducirlos en sefiales neuronales
que estimulen al hipotalamo, este cual se encuentra constituido por un conjunto de somas neuronales
los cuales producen la hormona liberadora de gonadotropina o GnRH y la liberan hacia el sistema de
vasos sanguineos porta-hipofisiario que comunica con la adenohipéfisis o glandula pituitaria anterior,
las células gonadotrdpicas hay presentes al ser estimuladas por la GnRH sintetizan y liberan de forma
pulsatil hacia la circulacion sistémica las hormonas luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH).

La conexion con la neurohipoéfisis es directa (Senger, 2005).

La GnRH es un neuropéptido clave para el control reproductivo en todas las especies de
vertebrados, es liberado desde la eminencia media del hipotalamo por las células parvicelulares.
Existen dos mecanismos que regulan la liberacién de GnRH en los mamiferos hembras que conducen
a la secrecion de la hormona luteinizante (LH) para inducir la ovulacion (Bakker y Baum, 2000); en
animales de ovulacion espontanea (vacas, yeguas, ovejas, cabras, cerdos, primates y roedores) la

ovulacion se produce a intervalos regulares. La dindmica folicular conduce a la aparicion de uno o



mas foliculos dominantes, segiin la especie, lo cual conduce a un aumento en la concentracion
sistémica de estradiol. La elevacion de estradiol estimula un cambio en la respuesta de negativa a
positiva, lo cual permite activar la liberacion de GnRH en la circulacion portal. Recientes estudios
han demostrado que las neuronas hipotalamicas que expresan Kisspeptin son fundamentales para
integrar el efecto del cambio negativo a positivo por el estradiol y activar la liberacion de GnRH
(Pinilla et al., 2012). La GnRH provoca a su vez un marcado aumento transitorio de los niveles de
LH desde los gonadodtrofos de la adenohipofisis. Este incremento en los niveles de LH conduce a una
activacion de una respuesta inflamatoria y proteolitica que induce la ruptura del foliculo ovulatorio y

a la extrusion de ovocito del cimulus oophorus (Hafez y Hafez, 2002).

En ovuladores inducidos (conejos, camellos, gatos, hurones y camélidos sudamericanos) el
efecto de la retroalimentacion positiva del estradiol esta reducida o ausente. En los ovuladores
inducidos se ha sugerido que las sefiales genito-somasensoriales producidas por la intromision del
pene durante la copula estimulan neuronas noradrenérgicas de la eminencia media del hipotalamo
para promover la liberaciéon de la GnRH (Bakker y Baum, 2000). Se ha asumido ademas que otros
estimulos externos que incluyen sefiales olfativas, auditivas, emotivas, tactiles y visuales son capaces
de estimular la ovulacion (Fernandez-Baca et al., 1970a). En un trabajo realizado por Adams et al.
(2005), ellos lograron aislar en alpacas y llamas un potente agente capaz de inducir la ovulacion
dentro de la fraccion plasmatica del semen de los machos. Al cual se le identifico como un factor de
crecimiento neuronal B (B-NGF) y se planted que su absorcién desde el plasma seminal estaria
probablemente facilitada por la hiperemia del endometrio excoriado que se produce por la intromision
del pene durante la copula (Ratto et al., 2012). Segun el modelo propuesto por El Allali ef al. (2017)
en camellos, el B-NGF puede inducir una oleada transitoria de LH preovulatoria por su efecto directo
sobre los gonaddtrofos de la adenohipofisis o a través de las neuronas kisspeptin quienes actuan como
procesadores centrales que transmiten las sefiales del B-NGF para la activacion de las neuronas de

GnRH.

Segin comenta Senger (2005); independientemente de la especie, es posible delimitar el
desarrollo folicular en las siguientes tres etapas: Reclutamiento, seleccion y dominancia. El
reclutamiento inicia cuando un grupo de foliculos dependientes de hormonas (principalmente FSH)
inicia su crecimiento (Hafez y Hafez, 2002), para ello el descenso de la concentracion de hormonas
inhibidoras de la FSH (estradiol, inhibina y folistatina) que posibilitan la liberacion pulsatil de FSH

que lograra inducir la emergencia folicular (Driancourt, 2001).



Para que se inicie el reclutamiento es necesario que la FSH se una a sus receptores en las células
de la granulosa para inducir la produccion de la aromatasa P450; la cual es responsable de convertir
la testosterona, la cual procede de la teca, en estrogenos (Palma, 2008); para que se empiecen a
manifestarse los receptores de FSH dentro de las células de la granulosa es necesaria la accion
autocrina/paracrina de la activina producida por las propias células de la granulosa (Nilsson y Skinner,
2004). Otra importante consecuencia de la FSH en las células de la granulosa es estimular la sintesis
de conexina Cx43, molécula proteica que conforma puentes celulares tanto entre la granulosa, la teca
y el ovocito; un evento fundamental en el desarrollo del ovocito y del foliculo, pues facilita la entrada
de distintos iones, impulsos eléctricos y moléculas pequeias (Ca 2*, AMPc, etc) entre estas células.
El ovocito podra retornar su potencial meidtico, el cual estuvo reprimido por el AMPc por las células
producidas por las células de la granulosa (Senger, 2005; Palma, 2008). El reclutamiento folicular es
influenciado de forma positiva por la insulina y el factor de crecimiento insulinico, pues sensibilizan
tanto a los receptores de la granulosa como a la teca a la accién de las hormonas FSH y LH,

respectivamente (Adams et al., 2008; Monniaux et al., 2014).

En la seleccion folicular, la cantidad de foliculos en crecimiento disminuye debido a la atresia
de los foliculos subordinados. Durante el transcurso de la atresia folicular se produce una reabsorcion
del liquido almacenado en el antro folicular y la subsecuente apoptosis del componente celular que
conforma el foliculo (ovocito, granulosa y teca), evento que suele coincidir con una disminucion en
la concentracion sérica de FSH luego del reclutamiento (Adams et al., 2008); esta disminucion suele
ser atribuida al efecto negativo que tienen el estradiol y la inhibina en referencia a la secrecion
hipofisiaria de la hormona FSH, los cuales limitan el crecimiento de los foliculos subordinados y
reduce su sensibilidad a las gonadotropinas circulantes. La FSH tiene la capacidad de poder estimular
en las células de la granulosa la sintesis de activina solo en determinados foliculos (artilugio que
favorece la retroalimentacion positiva a través de la FSH) y complementariamente estimula la
produccion de folistatina en dichos foliculos conforme aumentan su didmetro folicular; la cual puede
unirse con la activina, dentro del licor folicular, logrando disminuir con ello la proporcion de activina

libre funcionalmente activa (Driancourt, 2001).

En la dominancia folicular, el crecimiento del foliculo es rapido, esto se acompana de una
maduracion en el ovocito y un incremento en la sintesis de estradiol; la cual se ha descrito que en
rumiantes es capaz de producir una retroalimentacion positiva eficaz que logra estimular la liberacion
de GnRH por parte del hipotalamo e inducir un aumento en los receptores para GnRH en la

adenohipdfisis, induciendo con ello un pico de LH que es capaz de producir la ruptura del foliculo y
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posterior liberacion del ovocito (Senger, 2005). Si se produce una remocion del foliculo dominante,
sucedera un marcado incremento transitorio de la hormona FSH en el transcurso de las proximas 12

horas y con ello aparecera una nueva emergencia folicular en 24 horas (Adams ef al., 2008).

En especies monotecas; se ha observado que el foliculo dominante es el primero del grupo
reclutado en expresar receptores de LH. Los receptores para LH se expresan tanto en las células de
granulosa como en las de la teca, mientras que los receptores para FSH se ubican solamente en las
células de la granulosa. Cuando la secrecion de FSH alcanza sus concentraciones mas bajas, el
foliculo dominante aumentara su proporcion de receptores sensibles a LH y por lo tanto el crecimiento
del foliculo dependera por completo de los niveles de LH, es mediante este mecanismo que aquellos
foliculos subordinados no seran capaces de sintetizar un alto nimero de receptores para LH resultando
en la atresia de ellos (Driancourt, 2001; Adams ef al., 2008). La LH se une a sus receptores a nivel

de las células de la teca lo cual estimula la conversion del colesterol en androgenos (Senger, 2005).

Existen otros factores que inhiben el desarrollo de los foliculos los cuales incluyen: a la proteina
90 de shock térmico, la enzima superoxido dismutasa (SOD) y al factor de crecimiento transformante
a (TGFa), los mismos que son capaces de reducir la funcion de la enzima aromatasa; viendo con ello
disminuida la produccién de estradiol por las células de la granulosa. Sin embargo, algunos otros
factores como las proteinas morfogénicas del hueso, miembros de la superfamilia del TGFf, son
capaces de inducir la sintesis de estradiol y multiplicacion de las células de la granulosa (Palma,
2008). Si esta presente un cuerpo luteo funcional; las concentraciones circulantes de progesterona
bloquearan los centros hipotaldmicos, logrando disminuir la secrecion de LH y con ello se conduce a

la atresia del foliculo dominante (Driancourt, 2001).

2.2.4 Foliculogénesis

Los foliculos ovaricos son estructuras que se ubican dentro de los ovarios de todos los
mamiferos, siendo esenciales para la funcion reproductiva de la hembra. Cada foliculo nutre el
desarrollo del ovocito y cada ovocito individual es rodeado, generalmente, por un solo foliculo. El
foliculo y el ovocito se desarrollan en conjunto durante un largo periodo de tiempo que culmina con

un numero especifico de foliculos liberando sus ovocitos (ovulacion) en el tracto reproductivo para su

10



fertilizacion. Siendo los eventos del desarrollo de los foliculos similares para una amplia gama de

especies (Evans, 2003).

El foliculo es la unidad fundamental del ovario que desarrolla dos actividades esenciales: la
sintesis de hormonas esteroideas y de ovocitos viables. Estas competencias son realizadas por los
denominados foliculos antrales, quienes cuentan con una capa celular interna constituida por las
células de la granulosa delimitada por una membrana basal, la cual es responsable de aislar a dichas

las células del estroma mesenquimatoso circundante (Filipiak et al., 2016).

Fortune et al. (2004) explican que la foliculogénesis en un proceso largo que toma
aproximadamente 6 meses en mamiferos mayores como el bovino; y solamente, 8§ semanas en
roedores. La maduracion folicular se puede dividir en dos periodos, el primer periodo de la
foliculogénesis corresponde al transcurrido entre las etapas denominadas: foliculo primordial y
foliculo preantral, periodo en el cual se sefiala existe una multiplicacion de las células que conforman
la granulosa y la aparicion de multiples receptores hormonales para FSH y LH, lo cual les confiere a
las células de la granulosa y las células de teca una capacidad de respuesta a dichas gonadotropinas.
El segundo periodo es caracterizado por una mayor multiplicacion y diferenciacion celular;
adquiriendo ademas la capacidad de sintesis de estrogenos (en especialmente estradiol), que da lugar

a foliculos con una dependencia completa de un suministro gonadotropico constante.

Las distintas necesidades de los foliculos a las gonadotropinas antes y después de la formacion
del antro folicular quedo reflejado en un estudio in vivo en ovejas, en las que se observo que luego de
70 dias de haber sido hipofisectomisadas, el numero total de foliculos preantrales diametralmente
inferiores a 0.2 mm disminuyeron, indicando asi que aquellos foliculos en alguna manera estan
sometidos a una regulacion gonadotropica en largo plazo. Sin embargo, se vio que aquellos foliculos
diametralmente superiores a 2 mm dependieron por completo de gonadotropinas pues requirieron de

tan solo 4 dias para atresiarse (Dufour et al., 1979).

Los foliculos se originan durante el desarrollo fetal a partir de las células germinales
primordiales que surgen del saco vitelino que migran hacia la cresta gonadal para originar a los
ovocitos inmaduros, en estado de quiescencia, los cuales seran rodeadas por multiples células
pregranulosas, denominandose a esta estructura foliculo primordial. Se ha descrito que luego del
nacimiento, las c¢lulas epiteliales pregranulosas que externamente rodean al ovocito empiezan a

diferenciarse cambiando su aspecto aplanado hacia una apariencia cubica y se denominan células de
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la granulosa, en este periodo los foliculos se designan como foliculos primarios (Palma, 2008); una
lamina basal circunda la granulosa, esta barrera logra separar al foliculo del resto del tejido
mesenquimatoso del ovario, dejandolo sin una entrada directa a la red vascular y por lo tanto a la
accion endocrina de las gonadotropinas (Hirshfield, 1985). Conforme prosigue su desarrollo, las
células de la granulosa empezaran a proliferar y conformaran varias capas (de 2 a 6) que rodean al
ovocito. El componente celular de la granulosa adquirira una capacidad de secrecion del denominado
liquido (licor) folicular, al cual conforme aumente ira formando espacios entre ellas; con el tiempo,
todos estos espacios que fueron creados iran confluyendo para formar una cavidad conocida como
antro folicular, la cual almacena un fluido rico en hormonas de naturaleza esteroidea
(predominantemente estrogenos); asi mismo estas células producen mucopolisacaridos que
conforman una corona protectora (zona pelucida) en torno al ovocito, en este estadio el foliculo se
denomina foliculo secundario (Palma, 2008). Por otra parte, las células de la granulosa contintian
proliferando, esta multiplicacidon va acompafiada de una reorganizacion y diferenciacion del estroma
que rodea al foliculo, formandose asi las tecas foliculares interna y externa. La teca se conecta ala red
vascular (angiogénesis); debido a ello se permite la entrada de gonadotropinas hacia el foliculo en
desarrollo (Yan et al., 2001). Con el tiempo el antro ira aumentando de tamafio hasta que adquiera
las caracteristicas propias de un foliculo en preovulacion o también llamado foliculo de Graaf (Palma,
2008). En bovinos, la configuracion del antro sucede cuando los foliculos miden entre 0.2 y 0.4 mm

de diametro (Fortune, 2003).

2.2.5 Dinamica folicular

Segun plantea Evans (2003), una onda folicular inicialmente se caracteriza por presentar un
desarrollo coordinado de un grupo o cohorte de foliculos (emergentes) previamente reclutados, que
en un comienzo aumentan su dimension durante un periodo de desarrollo simultaneo y de forma
subsecuente se diferencian en un unico foliculo dominante (nimero especie-especifico) que
continuara desarrollandose, lo cual traera consigo ademas una regresion a intervalos variables de los
restantes foliculos. El foliculo durante la dominancia describe tres estadios o fases de desarrollo: fase
de crecimiento (aumenta diametralmente), fase de estatica (con cambios diametrales pequefios) y la

fase de regresion (disminuye diametralmente) (Stevenson, 2007).
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Basado en las observaciones ultrasonograficas de llamas (Adams et al., 1989), alpacas
(Vaughan ef al., 2004) y vicuias (Miragaya et al., 2004) se pudo describir que ante la ausencia de un
estimulo ovulatorio los ejemplares exhiben oleadas de crecimiento folicular continuas, de forma
semejante a lo reportado en otras especies domésticas (bovino, ovino, equino y porcino). Pero en
desigualdad con otros mamiferos, ante la falta de estimulo sexual el mecanismo de la ovulacién no
se desarrolle se origina la ovulacion ni la conformacion de un cuerpo luteo, dando como consecuencia
que al termino el foliculo en dominancia inicie su atresia (Sumar, 2002). Asi mismo, se reportd que
en alpacas existe una asociacion negativa entre el niimero total de foliculos antrales detectados y el
tamafio que logra el foliculo en dominancia presente en uno de los ovarios; lo que indica que el
crecimiento folicular en alpacas se produce en ondas, al igual que llamas, y de manera similar a los
patrones de desarrollo folicular ovarico en otras especies domesticas (Adams et al., 1990; Miragaya

et al., 2004; Vaughan et al., 2004).

2.2.5.1 Emergencia folicular

La emergencia folicular se define como el crecimiento simultaneo de un grupo de foliculos
controlado de forma endocrina por gonadotropinas (principalmente FSH) (Driancourt, 2001). A
través de la ultrasonografia se pudo verificar que la emergencia folicular es observable cuando los
foliculos alcanzan aproximadamente los 2-4 mm de didmetro en ovinos y 4-6 mm de diametro en
bovinos (Evans, 2003). En ovinos, todos los foliculos mayores a 2 mm de didmetro son reclutados; y
una vez que ha ocurrido la seleccion folicular, el proceso de reclutamiento es bloqueado. El tiempo
durante el cual se lleva a cabo la emergencia folicular varia segtn la raza de ovinos; asi, las ovejas
boorola presentan un tiempo mas prolongado de emergencia folicular si se las compara con las ovejas
merino (Hafez y Hafez, 2002). Segtun Gigli et al. (2006), en bovinos el tiempo de emergencia folicular
es de 2 dias, lo que segun el numero de ondas foliculares corresponderia hasta el dia 4 o 6, este periodo
equivale al 20% del ciclo estral; lo cual significaria que este es el tiempo para iniciar un protocolo de

superovulacion en un programa de transferencia de embriones.

En camellos dromedarios el inicio de una onda folicular se caracteriza por la emergencia
sincronica de un grupo de foliculos antrales (3-4 mm de didmetro); a medida que la onda progresa un
foliculo es seleccionado y continua su crecimiento mientras que las otros regresionan a intervalos
variables, en donde ademas se pudo describir por ultrasonografia que el dia de la emergencia folicular

se baso en la primera deteccion del futuro foliculo en dominancia > 4 mm (Manjunatha ef al., 2012).
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En alpacas hembras fértiles, no apareadas, durante el inicio de cada onda folicular se recluta
una cohorte de foliculos antrales proseguida por la emergencia de un grupo de hasta 10 foliculos
antrales de 2 a 3 mm; que en conjunto pueden alcanzar a crecer de forma simultanea hasta los 4 a 5
mm de diametro, por un tiempo de hasta 8 dias después de la emergencia (Vaughan et al., 2004). De
este grupo, se selecciona uno que se convertira en el foliculo dominante y continuara su desarrollo,
mientras que el resto sufrira atresia y regresion (Adams et al., 1989; Vaughan ef al., 2004). En base
a lo anterior, se propuso en alpacas y llamas que el dia de la emergencia folicular se considere como
el momento en que el nuevo foliculo alcance un diametro > 4 mm (Adams et al., 1990; Andrade,
2007). Una vez que uno de los foliculos se convierta en el dominante, este continuara creciendo (fase
de crecimiento), en alpacas la fase de crecimiento tarda 5-9 dias, tiempo requerido para que alcance
el tamafo preovulatorio (7-12 mm), en donde permanecera (fase estatica) durante 2-8 dias hasta que
finalmente empiece la disminucion de su diametro (fase regresion); si no se induce la ovulacion, esta
ultima fase podria tardar de 3-8 dias (Vaughan ez al., 2004). Se ha observado que en alpacas hembras
con foliculos >7 mm de diametro durante la fase de crecimiento o con foliculos maduros en fase
estatica (8-12 mm) pueden ovular después del apareamiento, mientras que aquellos animales con de
foliculos pequefios (4-5 mm) o con presencia de un foliculo dominante en fase de regresién no pueden

ovular (Bravo et al., 1991).

2.2.6 Reserva ovarica

En los mamiferos, las hembras cuentan con una reserva de ovocitos finita que han interrumpido
su crecimiento en la etapa de foliculos primordiales; y, son ellos quienes constituyen la tnica fuente
de ovocitos para ser ovulados durante toda su vida reproductiva. El tamafio de la reserva de foliculos
primordiales prestablecidos es resultado de una interaccion entre los genes, las hormonas y el
microambiente materno-fetal. En la mayoria de las especies la reserva de foliculos primordiales
termina de formarse antes del nacimiento (mujer, vaca, oveja), en el periodo posnatal temprano (gata
y roedores) o se inician luego del nacimiento (conejos) (Monniaux ef al., 2014). Siendo el tamaiio de
la reserva ovarica altamente variable entre individuos de la misma edad (Burns et al., 2005; Ireland

et al., 2008).

Se ha descrito que durante la vida fetal en bovinos existen alrededor de 2°700,000 foliculos
primordiales, de los cuales 90% degeneran y reduciendo la reserva ovarica al nacimiento en 135,000
foliculos primordiales; los cuales se iran reduciendo hasta la pubertad y después de la misma (Palma,

2008). En ovinos, se ha descrito que el ovario de un animal antes de la pubertad puede contener una
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reserva de foliculos primordiales estimada de 300,000; en donde muchos de ellos han abandonado
esta etapa en el transcurso de su vida fetal. En una oveja adulta, puede contener hasta 86,000 foliculos
primordiales durante cada onda folicular crecen entre 100 a 400 foliculos antrales de los cuales
solamente de 10 a 40 son visibles ecograficamente en la superficie del ovario (Mariana ef al., 1991).
Durante la foliculogénesis, los foliculos primordiales abandonan la reserva ovarica, cuando algun
foliculo abandona la reserva folicular, este seguira creciendo hasta que logre ovular o se degenere y
atresie (Hafez y Hafez, 2002). Siendo el nimero de ovulaciones independiente de la reserva ovarica

(Monniaux ef al., 2014).

La estimacion de la reserva ovarica se puede realizar a través de dos métodos diferentes: Por
ultrasonografia ovarica, que aporta estimaciones precisas del ntimero de foliculos; y por la medicion
de marcadores endocrinos, que da una evaluacion indirecta de la reserva ovarica disponible

(Monniaux et al., 2014).

2.2.6.1 Numero de foliculos antrales

El nimero de foliculos antrales (NFA) representa al conjunto de foliculos ovaricos visualizados
en un momento determinado; ellos pueden ser cuantificados y clasificados seglin su tamafio a través
de cortes histologicos, por laparoscopia o por ultrasonografia. En la actualidad, el NFA es considerado
como un biomarcador con miltiples aspectos positivos relacionados con la eficiencia reproductiva en
aquellos individuos con alto NFA (Taneja et al., 2000); su investigacion y uso se ha reflejado en las
multiples publicaciones en la literatura que reportan mejoras en los parametros reproductivos y
respuestas mas eficientes a las biotecnologias reproductivas en mamiferos como el humano (Fleming
et al.,2015), ovino (Mossa et al., 2012), bovino (Ireland et al., 2007; Ireland ef al., 2008; Shahzad et
al., 2014; Gobikrushanth et al., 2017) y camello dromedario (Manjunatha et al., 2012).

La influencia del nimero de foliculos en el ovario sobre los parametros reproductivos es una
hipotesis planteada ya hace muchos afios atras (Hunter, 1787). Con el pasar de los afios varios estudios
han descrito la correlacion positiva que existe entre el NFA y la fertilidad en la hembra (Ireland et
al., 2008). Por ejemplo, animales con alto NFA se han relacionado con un mayor numero de
embriones producidos in vitro (Singh et al., 2004), pues se determind que vacas con bajo NFA
presentaron un menor nimero de embriones recuperados en comparacion con vacas con un alto NFA

(Ireland et al., 2007); asi mismo, sé expuso que un NFA alto se asocia de manera significativa con
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altas concentraciones de progesterona en circulacion (Evans et al., 2010; Ireland ef al., 2011; Martinez

et al., 2015), y un menor intervalo entre partos (Mossa et al., 2012).

El numero de foliculos antrales es una caracteristica que posee una alta repetibilidad dentro de
un individuo; pero que sin embargo, posee una alta variabilidad entre individuos de la misma especie
(Burns et al., 2005; Ireland ef al., 2008) y de especies distintas (Manjunatha et al., 2012); por ejemplo
se ha descrito en vacas, que el NFA se pueden observar menor de 5 foliculos en algunos animales y
mas de 50 en otros (Mossa et al., 2012) (Fig. 1); un patrén similar en la frecuencia de distribucion
que siguen los foliculos antrales ha sido descrito en camellos dromedarios, donde un promedio de
12.77 + 0.93 (rango 8 a 34) foliculos antrales > 3 mm emergen por cada onda folicular (Manjunatha
et al., 2012), estos datos abren una posibilidad de poder realizar una clasificacion en hembras segiun
sus diferencias individuales del NFA (Evans ef al., 2010) permitiendo asi agrupar a los animales en
aquellos con un bajo y un alto NFA (Ireland et al., 2009); en donde ademas, se ha podido detallar que
mayores concentraciones de FSH se correlacionan de forma significativa con altos NFA, ello descrito

en vacas (Ireland et al., 2007; Mossa et al., 2010) y ovejas (Mossa et al., 2008).

Proporcion de vacas (%)
)
n
1

2N O D DD s @IQI6IQI61
VTN W

Numero de foliculos >3 mm

Figura 1. Distribucion del niimero total de foliculos ovaricos > 3 mm en vacas
Holstein evaluadas por ultrasonografia transrectal (n=385). Adaptado de
Mossa et al. (2012)
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La deteccion de los foliculos antrales ya es posible a partir de las 2 semanas de edad en terneras
(Evans et al., 1994), pero algunos investigadores especifican que es posible observar un gran aumento
del NFA > 3mm aun hasta los 3 meses de edad (Honaramooz et al., 2004). Con el pasar de los afios,
el NFA empieza a disminuir con la edad y esto se debe a que el nimero de ovocitos decrece de forma
irreversible luego de su formacion en la vida fetal; esta disminucion ha sido reportada a partir de los
5 afios en vacas (Cushman et al., 2009) y a partir de los 37 afios, hasta la menopausia, en mujeres
(Gougeon y Chainy, 1987). La capacidad de responder a los protocolos de superovulacion, al éxito a
la fecundacion in vitro y de la transferencia de embriones ha sido asociado negativamente con la edad
avanzada y ello puede corresponder con una disminucién numérica de foliculos y ovocitos que

conforman la reserva ovarica, en especies de ovulacion unica como los bovinos (Singh ef al., 2004)

La cuantificacion histoldgica de los foliculos antrales como una herramienta en investigacion
permitié determinar una correlacion positiva entre el NFA y el niimero total de foliculos en el ovario
(reserva ovarica). Por ejemplo, se determiné que vacas con bajo NFA también presentaban hasta un
80% menos de foliculos primordiales, transicionales, primarios, secundarios y antrales; en
comparacion con individuos con alto NFA (Ireland et al., 2008). En alpacas (Céliz, 2017), a través

de cortes histologicos de ovarios sé reportd que el rango de foliculos antrales fue de 6 a 32.

Los pequefios foliculos antrales son el objetivo directo de los diversos protocolos con
gonadotropinas y es precisamente la gran variabilidad individual en su niimero lo que constituye el
factor mas limitante en el éxito de las biotecnologias de produccion de embriones por superovulacion
en rumiantes (Ireland et al., 2007). La técnica de superovulacion ha demostrado ser en vacas mas
efectiva al ser aplicada en aquellos animales con un mayor nimero de foliculos antrales al inicio de
la superovulacion (Singh ef al., 2004), sin embargo la respuesta superovulatoria no ha sido reportado

como un rasgo hereditario (Tonhati ef al., 1999).

Aunque los protocolos de superovulacion han sido reportados en camélidos sudamericanos,
existe una respuesta variable a los diversos programas de superovulacion (Ratto et al., 2013). Por
ejemplo; Huanca T (2008) describié una gran variabilidad en la respuesta a la superovulaciéon en
alpacas, donde se observé una escala que comprende de 0 a 27 foliculos > 7 mm. Una amplitud menor
en torno al nimero de foliculos > 7 mm fue reportada en llamas, en las que se observd un rango de
entre 0 a 17 foliculos (Correa et al., 1997). Este patron de respuesta también ha sido descrito en
bovinos, y se dilucidado que en parte esta variabilidad puede deberse al nimero de foliculos antrales

(NFA) que presentan cada animal al inicio de los protocolos de superovulacion; por ejemplo, Ireland
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et al. (2007) observaron que vacas con un bajo NFA respondieron mal a la superovulacion y
produjeron un nimero reducido de embriones transferibles, en comparacion con vacas con un NFA
alto. Los resultados obtenidos de estas investigaciones describen la presencia de una gran variabilidad
en la respuesta superovulatoria que aunada a tasas de recuperacion de embriones muy bajas podrian

deberse al NFA durante la emergencia folicular en cada animal.

Los problemas relacionados a la nutricion durante periodos criticos de la gestacion se reflejan
a través de alteraciones en el crecimiento, fisiologia y metabolismo del futuro desarrollo de las crias
(McMillen y Robinson, 2005). El impacto de la nutricion sobre el NFA en la progenie de vacas se
expuso en el trabajo que Mossa et al. (2009) realizaron, en donde un grupo de vacas lecheras gestantes
fueron sometidas a una restriccion nutricional (restriccion, 60% de su requerimiento de energia)
durante el primer trimestre de su gestacion. En las que luego del parto, se pudo observar que las
terneras de aquellas vacas que fueron sometidas a restriccion alimenticia presentaron un NFA menor
en aproximadamente un 60% en comparacion con terneras nacidas de vacas sin restriccion

alimenticia.

2.2.6.2 Hormona antimiilleriana

La hormona antimiilleriana (AHM) es una glicoproteina dimérica, miembro de la familia del
factor de crecimiento transformante 3, que es considerada como el marcador endocrino con una mayor
sensibilidad y especificidad para la estimacion de la reserva ovarica en mujeres (La Marca et al.,
2010) y rumiantes (Monniaux et al., 2014; Gobikrushanth et al.,2017). La expresion de la AMH esta
estrictamente restringida a las células de la granulosa de foliculos preantrales (primarios y
secundarios) y antrales pequefios, cesando su secrecion en los foliculos en fase de dominancia (La

Marca et al., 2010).

La cuantificacion de la AMH puede ser usada en vacas para seleccionar las hembras acordes
con el tamafio de la poblacion folicular, ya que la AMH puede ser considerada como un factor
altamente correlacionado con el numero de foliculos antrales, de ovocitos sanos y el tamafio de la
reserva ovarica (Ireland et al., 2011), que brinda la ventaja de poder emplearse independientemente
de las etapas foliculares pues los niveles d¢ AMH muestran poca variacion intraciclo e interciclo

(Gobikrushanth e al., 2017).
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Debido a que la AMH es tomada como gold estandar para la estimacion de la reserva ovarica
en la mujer y animales, diversos investigadores evaluaron comparativamente las concentraciones
séricas de AMH y otros biomarcadores disponibles. Por ejemplo, Fanchin ef al. (2003) describieron
en mujeres que los niveles de la AMH se correlacionan significativamente mejor con el nimero de
foliculos antrales (NFA) determinados por ultrasonografia, que con otros marcadores endocrinos
(FSH, LH, Inhibina B y E2), similar a la alta correlacion identificada por Ireland et al. (2008) en
vacas. Asi mismo, Broer et al. (2009) observo que el valor de sensibilidad y especificidad son

comparables para la AMH y el NFA cuando se evaluo su respuesta a la estimulacion ovarica.

2.2.7 Intervalo interonda

El intervalo interonda (IIO) se define como el tiempo, en dias, que transcurre entre el inicio de
dos emergencias foliculares consecutivas; este periodo representa al tiempo necesario para completar
una onda folicular (Cebra et al., 2014). En camélidos sudamericanos, el 11O es atn discutido; por
ejemplo, se ha observado en alpacas, llamas y vicufias dicho intervalo fue de 16 (Vaughan et al.,
2004), 18 (Chaves et al., 2002) y de 4 (Miragaya et al. 2004) dias, respectivamente. En ese sentido,
Bravo y Sumar (1989) registraron que el tiempo transcurrido entre dos foliculos en dominancia
consecutivos fue de 12 dias, para alpacas. En alpacas vacias criadas en las condiciones de Australia,
se ha descrito que el 11O promedio fue 15.4+0.5 dias; en donde la frecuencia en intervalos de 12 dias
fue del 39% y de 16 dias el 32%, inclusive registrandose intervalos de 18 a 22 dias. Esto datos
demuestran como el 110 promedio no se puede describir con precision en un animal individual. Esta
falta de consistencia del 11O también la podemos observar en otras especies de ovuladores inducidos;
como las gatas domesticas (no estimuladas), en donde la fase folicular dura 6 dias en promedio, pero
el rango es de 3 a 16 dias es amplio (Shille et al., 1979). Sin embargo, en camellos dromedarios se ha
reportado que el 11O es consistente dentro de cada individuo; ello se traduce en una alta repetibilidad
(0.88), pero esta constituye una caracteristica muy variable entre animales distintos (Manjunatha et

al., 2012).

Se ha descrito que un intervalo interonda largo se asocia con un mayor didmetro maximo del
foliculo dominante tanto en alpacas y llamas; segin lo descrito por Vaughan et al. (2004) y Adams
et al. (1990), respectivamente. Se presume que ello es posible debido a que los foliculos mas grandes

suprimen la secrecion hipofisiaria por mas tiempo de FSH, dando como consecuencia un mayor
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intervalo interonda (Vaughan et al., 2004), fendmeno similar a lo observado en vacas (Ginther ef al.,
1996). Sin embargo, ello no logra aclarar en vicuiias el reducido intervalo interonda reportado, donde

el diametro maximo del foliculo dominante es similar al descrito en alpacas (Miragaya et al., 2004).

El aumento del intervalo interonda onda de la llama, 18+2.6 dias (Chaves et al., 2002) en
relacion a la alpaca, 12 a 16, es probablemente porque el didmetro promedio del foliculo dominante
en la llama, 9 a 16 mm de didmetro, es mayor que en alpacas, 7 a 12 mm (Adams et al., 1991a;
Vaughan et al., 2004). Ademas; se ha descrito que este diametro no depende del peso vivo, en la
alpaca. La hipotesis segun la cual el aumento del diametro del foliculo dominante es responsable del
mayor intervalo en dos ondas, podria deberse a variaciones interespecificas e individuales dentro de
una misma especie, lo cual puede dificultar el intento de predecir el momento 6ptimo de la monta o

de la inseminacion (Vaughan et al., 2004).

2.2.8 Ovulacion

La ovulacioén en los mamiferos implica un secrecion pulsatil de GnRH desde el hipotalamo al
sistema portal hipofisario, seguido de la liberacion de LH desde la adenohipofisis a la circulacion
sistémica; en base a ello, la clasificacidon de las especies en ovuladores espontaneos o inducidos se
basa en el tipo de estimulo responsable de provocar la liberacion de GnRH del hipotadlamo (Karsch et
al., 1997). Los camélidos sudamericanos (CSA) son considerados como especies de ovuladores
inducidos (Ferndndez Baca, 1970a) como la conegja, gata y hurones. El mecanismo por el cual se
libera LH es desencadenado por el estimulo de la copula o de forma artificial a través de la aplicacion
exogena de analogos hormonales de funcion similar a la hormona luteinizante. Se ha reportado que
el tiempo requerido desde la copula hasta la ovulacion bordea las 30 h (24 - 48 h), tanto en alpacas
(San-Martin et al., 1968) como en llamas (Huanca ef al., 2001). Ademas, en alpacas se ha
observado una tasa de ovulacion espontanea aproximadamente del 5 al 10 % (Fernandez-Baca et al.,
1970a); ello se produce también cuando existe un contacto fisico de machos y hembras, o como una
consecuencia de la manipulacion del tracto reproductivo durante las evaluaciones ecograficas

transrectales (Ratto et al., 2003).

En los CSA; por muchos afios se penso que la copula intracorneal era el estimulo necesario

para desencadenar la ovulacion (Fernandez-Baca ef al., 1970a). Este concepto empez6 a debatirse a
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partir de dos trabajos publicados en 1985; cuando ya se intuia de un elemento en la porcion plasmatica
del semen a partir de estudios desarrollados por investigadores en China en camellos bactrianos en
los que se logré inducir exitosamente la ovulacion a partir del deposito de semen via intravaginal (Xu
et al., 1985) y a través de la administracion via intramuscular de plasma seminal (Chen ef al., 1985).
Aflos mas tarde, se pudo lograr aislar y purificar en la porcion plasmatica del semen al factor inductor
de la ovulacion (FIO) en camellos bactrianos (Pan ef al., 2001). En alpacas y llamas, se reporto la
existencia un potente factor en el plasma seminal (FIO), que seria capaz de provocar un aumento en
las concentraciones circulantes de LH y replicar de esta forma la ovulacion y una accién luteinica
eficaces (Ratto et al., 2005), ademas se pudo caracterizar al FIO y se en donde Ratto et al. (2012)

lograron identificarlo como un factor estimulante de crecimiento nervios 3 (B-NGF).

La ovulaciéon ocurre como consecuencia de una interaccion dindmica entre el pico
preovulatorio causado por la LH y los factores ovaricos locales; donde en un inicio, los foliculos
preovulatorios morfologicamente se caracterizan por presentar una fina red vascular elaborada que se
localiza entre las células de la teca de los foliculos preovulatérios, llegando a ser proximos a las capas
de las células de la granulosa. Facilitando asi a través de ella, el suministro de nutrientes y hormonas
por difusion gracias a un flujo bidireccional entre las células de la granulosa y la red de capilares
(Acosta y Miyamoto, 2004). Gracias a ello, luego de la oleada ovulatoria de gonadotropinas, el flujo
sanguineo aumenta hacia todos los foliculos; sin embargo, el foliculo dominante recibe el mayor

volumen de sangre en términos absolutos (Hafez y Hafez, 2002).

El pico de LH provoca cambios estructurales y bioquimicos, que dirigen a la ruptura del
foliculo ovulatorio, teniendo como consecuencia, la expulsion del ovocito y el desarrollo subsecuente
del cuerpo luteo. Son varias cubiertas tisulares que aislan al ovocito de una matriz extrafolicular; de
afuera hacia adentro tenemos: Una capa de epitelio de tipo superficial, una capa albuginea fibrosa
(con abundancia de colageno), las capas de las células de la teca, la membrana basal (capa delgada
que separa la red vascular de la membrana granulosa) y la membrana granulosa; las que contribuyen
en brindar elasticidad y resistencia a la pared folicular. Previo a la ovulacidn, todas las cubiertas
tisulares inician su desintegracidon y precisamente es la prostaglandina F2a (PF2a) la responsable de
estimular, en primera instancia, la activacion de los fibroblastos de la teca para que se multipliquen e
inicien la liberacion de una bateria enzimatica con actividad proteolitica que logren degradar todas
las capas que recubren al ovocito; y en una segunda instancia, la PF2a logra estimular las
contracciones de la musculatura lisa de la teca externa y del estroma ovarico contribuyendo a la

extrusion completa del ovocito (Hafez y Hafez, 2002). Otro proceso clave que es inducido por la LH,
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es la adicion de grupos fosfatos a la proteina conexina Cx43 y con ello estimular su transformacion,
evento que conllevara con la desaparicion de las uniones tipo gap y consecuente interrupcion de los
puentes entre células; paralelamente se estimula la separacion de la granulosa del ovocito lo cual
ayudara a liberarse del cumulus lo cual es importante para la expulsion del ovocito del foliculo
ovulatorio y posterior captura del ovocito por las fimbrias (Adams et al., 2008). A pesar de los
intensos efectos estimuladores de la LH entorno a la ovulacion, las células del cumulus y el ovocito
expresan poco o ningun receptor para esta hormona; siendo por la tanto insensibles a la estimulacion
directa de la LH. La accion de la LH parece ser mediada por proteinas relacionadas con el factor de
crecimiento epidermal (EGF), los cuales son capaces de propagar el estimulo de la LH a través de las

vias autocrina y paracrina (Park et al., 2004).

El inicio del mecanismo de la ovulacion como un reflejo al apareamiento, necesita la existencia
de un foliculo en dominancia con un didmetro > 7 mm en crecimiento (Adams et al., 1990). Las fallas
en la ovulacion relacionadas con los bajos niveles de LH han sido descritas en alpacas y llamas; donde
segun lo reportado por Bravo et al. (1991) se observo que después de la monta, las hembras con
foliculos pequefios (4-5mm) lograron liberar poca cantidad de LH; por el contrario, hembras con
foliculos > 7 mm liberaron mayores cantidades de LH capaces de lograr estimular la ovulacion y el
desarrollo de una actividad luteal normal. Ademas, se reportd en este trabajo que un foliculo
preovulatorio en fase de regresion, los niveles LH se asocian con la regresion luteal y no con la
ovulacion; por lo tanto, se produjo un retraso en el surgimiento de un nuevo foliculo en dominancia
de 5 a 7 dias. Asi mismo; se ha reportado en bovinos y ovinos que las fallas en la respuesta a la
ovulacion posparto son debido a una reduccion de los niveles de LH, esto como una consecuencia del
balance energético negativo en el animal; lo que impide con ello que se produzca un pico

preovulatorio de LH eficaz que induzca la ovulacion (Schillo, 1992).

2.2.9 Cuerpo luteo

El desarrollo de un cuerpo luteo (CL), funcional, es indispensable para el sostenimiento de la
gestacion tanto en alpacas como llamas. En alpacas no prefiadas, el CL experimenta un rapido
crecimiento luego de la ovulacion, el primer aumento de la concentracion plasmatica de progesterona
se observa de 3 a 4 dias posmonta (Sumar, 1988), alcanzando su maximo tamafio (14 mm de

diametro) y actividad secretora a los 7 a 9 dias, para regresionar bruscamente de tamafio alos 11 a
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13 dias después del empadre (Fernandez Baca et al., 1970b). En llamas no prefiadas, luego de la
ovulacion el CL logra su méaximo tamafio el dia 6 con 12.8 + 0.3 mm de diametro (Adams ef al.,
1991). La presencia de una concentracion plasmatica de progesterona mayor a 0.32 nmol/L en alpacas
(Sumar, 1988) evidencia actividad luteal; la que explica la falta de receptividad sexual en hembras
(Fernandez Baca, 1970b). El diametro que puede alcanzar el CL no depende del tamafio del foliculo

preovulatorio ni de su estado de crecimiento o regresion, antes de su ovulacion (Ratto et al., 2011).

La rapida disminucién de la secrecion de progesterona ocurre luego de un patron pulsatil de
liberacion de prostaglandina F2o (PGF2a) endégena durante la degeneracion del cuerpo luteo en
alpacas que no lograron la prefiez (Sumar, 1988). En ese contexto, se ha descrito en llamas que la
liberacion luteolitica de la PGF2a ,de origen uterino, se inici6 el dia 7-8 posmonta (aproximadamente
5-6 dias después de la ovulacion) y se completo su liberacion el dia 9-10 (Aba et al., 2000); llegando
en conjunto estos trabajos a sugerir a la PGF2a como el principal agente luteolitico en camélidos
sudamericanos. Los niveles de progesterona circulante disminuyen de 1 a 3 dias antes que el inicio

de la regresion morfoldgica del CL (Aba et al., 2000).

Un apareamiento fértil en llamas da lugar a la formacion de un CL que se mantiene funcional
en el transcurso de toda la gestacion, el cual ya puede ser detectado por ultrasonografia transrectal el
dia 3-4 (Adams et al., 1991). se ha descrito una disminucion transitoria y posterior recuperacion en
la concentracion plasmatica de progesterona entre los dias 7 y 10 de la prefiez temprana periodo que
coincide con un lento aumento transitorio (desde el dia 3 al 8 posmonta) de la concentracion
plasmatica del 17B-estradiol (Aba et al., 2000). El CL alcanza su tamafio maximo el dia 21.4 £ 1.2
pos-ovulacion (Adams et al., 1991) y mantiene una elevada concentracion plasmatica de progesterona
elevada hasta aproximadamente 2 semanas antes del parto, después disminuye lentamente y

finalmente cae marcadamente su concentracion alrededor de un dia antes del parto (Leon et al., 1990).

El desarrollo de un CL funcional, luego de la ovulacion, no interrumpe una nueva emergencia
folicular; de esta forma tenemos que a pesar del desarrollo luteal, un nuevo foliculo dominante se
observa a los 2 dias (rango, 1 a 5 dias) pos-ovulacion (Ratto et al., 2003). Sin embargo, los niveles
circulantes de progesterona en animales gestantes y la lactacion reducen ligeramente el intervalo entre
foliculos dominantes sucesivos en 2.5 dias. Ademas, la existencia del cuerpo luteo en animales no
gestantes se asocid con una reduccion en el nimero de foliculos en promedio en llamas (Adams et

al., 1990).
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Asi mismo, investigaciones han reportado una asociacion significativa entre la concentracion
basal de progesterona circulante y el nimero de foliculos antrales (NFA), en ellos se describio que
vacas con bajo NFA presentaron menores concentraciones de progesterona en circulacion (Ireland et
al., 2011; Martinez et al., 2015); se presume que esto es debido a una capacidad disminuida de las

c¢lulas luteales y de la granulosa para sintetizar progesterona (Jimenez-Krassel et al., 2009).

2.3 Repetibilidad

La repetibilidad, también denominada coeficiente de correlacion intraclase (CCI), es una
prueba estadistica que cuantifica la concordancia que tienen las mediciones repetidas de un mismo
caracter, en idénticas condiciones, dentro de un mismo individuo. Generalmente se la denomina como
r y su valor se expresa como una proporcion, cuyos valores pueden oscilar entre 0 y 1 en donde un
valor de 1 indica que la medida es perfectamente repetible (concordancia absoluta); y un valor de 0
indica que las medidas obtenidas de ese caracter son tan distintas como si hubiesen sido tomadas de
individuos distintos. Se considera que un caracter es repetible si presenta un valor de r mayor de 0.70

(Harper, 1994) basado en los intervalos de referencia de Martin y Bateson (1986).

Cuadro 1. Valoracion de la repetibilidad segtn intervalos

Intervalos Repetibilidad (r)
r mayor que 0.90 Muy alta

r entre 0.71 y 0.90 Alta

rentre 0.41 y 0.70 Moderada
rentre 0.21 y 0.40 Baja

r menor que 0.20 Leve

Adaptado de: Martin y Bateson (1986)
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La evaluacion de la repetibilidad de un caracter puede ser muy variable, los factores implicados
en esa variabilidad son los siguientes: El tamafio de los caracteres, el rango de variacion de la medida,

el grado de precision del equipo empleado y la facilidad de tomar la medida (Harper, 1994).

La determinacion directa del nimero total de foliculos antrales (NFA) visibles por
ultrasonografia es un buen predictor del nimero de foliculos y de ovocitos morfolégicamente sanos
presentes en los ovarios (Ireland et al., 2008). Sin embargo, esta es una caracteristica altamente
variable entre especies distintas (Ireland et al., 2007). A pesar de ello, se ha podido determinar en
especies como los bovinos (Burns et al., 2005; Ireland et al., 2007, Shahzad et al., 2014,
Gobikrushanth et al., 2017) y camellos dromedarios (Manjunatha et al., 2012) que el NFA representa
una caracteristica altamente repetible en un mismo individuo. Por lo tanto; se demostro la posibilidad
de seleccionar hembras mediante ultrasonografia basado en la repetibilidad del NFA; debido a su alto
grado de repetibilidad individual, independientemente de su edad, raza, época del afio, estado de

lactacion o de su condicion de gestacion (Burns ef al., 2005).

Segun Burns et al. (2005) el NFA determinados durante la emergencia folicular present6 una
repetibilidad muy alta (=0.96) en una poblacion de vaquillas lecheras; de similar forma,
Gobikrushanth et al. (2017) determinaron una mayor repetibilidad (r=0.95) en el NFA >2 mm de
diametro en vacas lecheras durante la emergencia de crecimiento folicular, en comparacion con una
baja repetibilidad (r=0.37) durante estadios foliculares aleatorios. Ireland et al. (2007) reportaron una
repetibilidad de 0.84 del NFA en vaquillas de carne. En bufalos, Shahzad et al. (2014) concluyeron
que la repetibilidad del NFA > 3mm durante crecimiento folicular fue alta (r=0.85) entre diferentes
ciclos estrales. En camellos dromedarios el NFA >4 mm didmetro durante la emergencia folicular es
altamente repetible (r=0.95) dentro de un mismo animal, y muy variable entre animales diferentes

(Manjunatha et al., 2012).
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2.4 Técnicas de asistencia reproductiva

2.4.1 Ultrasonografia del aparato reproductivo

El inicio del uso del ultrasonido como una herramienta de investigacion transformo los
conceptos establecidos en relacion a la fisiologia ovarica, y en particular en unos de sus aspectos mas
resaltantes, la dinamica folicular (Peter et al., 2009). Segun Gonzalez-Bulnes et al. (1994) la
eficiencia de los estudios sobre la dinamia folicular por ultrasonido dependen de los siguientes
factores: Identificacion de la posicion de los ovarios, la observacion total de los foliculos y la
determinacion de su diametro. Diversos estudios han descrito que mediante la evaluacion por
ultrasonido transrectal, se pudo detectar del 79.8% (Gonzalez-Bulnes et al., 1994) al 73,9%
(Contreras et al., 2007) del numero total de foliculos determinados por observacion post mortem. En
donde se destaca que el tamafio limite minimo de deteccion para los foliculos podria estar alrededor
de un diametro de 2 mm; pues segun lo descrito por Vifioles ef al. (2004) el porcentaje correctamente
detectado fue de 62% para aquellos foliculos de 2 mm de diametro y del 95 % para los foliculos con

3 mm de diametro.

La exploracion por ultrasonido en tiempo real (modo B) ha demostrado ser una técnica muy
util para una evaluacion completa del aparato reproductivo en camélidos sudamericanos (CSA)
(Parraguez et al., 2010; Cebra et al., 2014), diagnostico de prefiez, estimacioén de la edad del feto,
evaluaciéon del crecimiento y viabilidad fetal. Ademas, permite una descripcion de la dindmica
folicular y uterina, deteccion de la ovulacion, evaluacion de los tratamientos de superovulacion,
aspiracion folicular (Parraguez et al., 2010) y el diagnostico de varias anormalidades del aparato

reproductivo (Cebra ef al., 2014).

El examen del tracto reproductivo se puede realizar por evaluacidon transrectal o
transabdominal, pero el método transrectal es el preferible. Para su uso, un transductor lineal con una
sonda convexa en una frecuencia entre 5 a 7.5 MHz garantizan una imagen clara y bien definida con
suficiente penetracion en profundidad para examinar la totalidad del tracto reproductivo en CSA
(Parraguez et al., 2010). Asi por ejemplo, Bravo et al. (1990) ecografiaron transrectalmente llamas a
través de un transductor de 5 MHz en donde el tamafio mas pequefio de los foliculos considerados
estuvo en > 3 mm (de didmetro), tamafio minimo de deteccién de foliculos similar al empleado por

Vaughan et al., (2004) en alpacas. En alpacas, los ovarios son mas faciles de ubicar y ecografiar
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cuando el animal se encuentra en una posicion decubito esternal, posicion que cominmente adquieren

las alpacas durante el examen rectal (Adams ef al., 1989).

A través de la ecografia transrectal, en el ovario se exhiben los foliculos como estructuras
redondas y anecoicas, cuando se compararon con el estroma ovarico ecogénico (Schrick et al., 1993),
los foliculos se encuentran distribuidos en toda la prolongacion de la periferia del ovario;
sobresaliendo con facilidad aquellos foliculos grandes (Adams et al., 1989; Parraguez et al., 2010).
En donde el nimero de foliculos antrales (NFA) representa el niumero total de foliculos ovaricos

visualizados por ultrasonografia en ambos ovarios (Shahzad et al., 2014).

La identificacion ultrasonografica del cuerpo luteo es sencilla a partir de los 4 dias luego de la
ovulacion (Sumar, 1999). El cuerpo lateo se visualiza como una estructura hipoecogénica con una
zona central mas ecogénica. Ciertos cuerpos liteos cuentan con una cavidad central (antro), anecoica,
repleta de liquido y que diametralmente presenta de 3 a 8§ mm (Adams et al., 1991) llegando a protruir

de la superficie aquellos cuerpos luteos de gran tamafio (Adams ef al., 1989).

Las caracteristicas ecogénicas en los cuernos uterinos varian segun el estadio reproductivo de
la hembra. Asi; en la fase folicular, al existir un claro predominio de estrogenos en el organismo se
nos permite distinguir una imagen hipoecogénica, oscura, la cual es indicativa de un incremento del
fluido intercelular (edema). Por el contrario, en una fase luteal establecida y en el inicio del desarrollo
de la gestacion la imagen ecografica, de los cuernos uterinos, es isoecoica al tejido circundante. Los

oviductos, de forma normal, no son visibles por ecografia (Parraguez et al., 2010).

2.4.2 Sincronizacion hormonal de la dinamica folicular

La sincronizacion de la dindmica folicular es el resultado del control del desarrollo folicular a
través de la ovulacion inducida (Martinez et al., 2000). Segiin Miragaya et al. (2006) la sincronizacion
folicular pretende: Predecir la aparicién de un nuevo foliculo preovulatorio en un programa de
empadre o inseminacién artificial, iniciar tratamientos superovulatorios en ausencia de foliculos
preovulatorios y sincronizar donantes/receptoras en programas de transferencia embrionaria. La
sincronizacion se puede realizar a través de métodos hormonales y no hormonales (Hanzen et al.,
2014). Por ejemplo, la copula de una hembra con un macho vasectomizado puede inducir la ovulacion

24 a 48 horas después, en alpacas (San-Martin et al. 1968) y entre 30 a 48 horas en llamas (Bravo y
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Sumar, 1989; Bravo et al., 1990). Asi mismo; es posible inducir la ovulacion de forma mecénica por
el método de ablacion folicular ecoguiada (Boni et al. 1997), logrando asi el desarrollo de un nuevo

foliculo dominante a los 5 £ 0.5 dias (Ratto et al., 2003).

La induccion de la ovulacion en foliculos > 7 mm de diametro en CSA es posible por métodos
hormonales a través de la administracion de la gonadotropina coridonica humana (hCG) (Sumar,
1994), de un analogo de la hormona liberadora de gonadotropinas(GnRH)(buserelina) (Sumar, 1985;
Andrade, 2007), de la hormona luteinizante (LH) (Huanca et al., 2001) y del plasma seminal diluido
entre las 24 a 48 horas después de su aplicacion. Asimismo; Ratto et al. (2003) reportaron el uso

eficiente de progesterona y progestagenos para controlar la dinamica folicular en llamas.

La buserelina es un analogo sintético de la GnRH que es 20 veces mas potente que la hormona
natural y es mas resistente a la proteolisis; esta molécula se une con gran afinidad al receptor de GnRH
ubicado en las células de la pituitaria anterior, donde logra estimular la secrecion de LH y FSH. Luego
de su aplicacion intramuscular (IM) la buserelina posee una vida media, aproximada, de 80 minutos;

logrando alcanzar su mayor concentracion sérica a la hora de ser aplicada (Furman, 2017).

La habilidad de la GnRH, natural o sintética, para sincronizar la dinamica folicular ha sido
descrita en varios estudios. La ovulacién puede ser inducida satisfactoriamente por la inyeccion IM
de 4 ng de buserelina (Sumar, 1985; Huanca et al., 2001; Andrade, 2007; Palian, 2010) cantidad
notablemente menor, en comparacion con los 1000 pg de GnRH natural empleados por Bravo ef al.
(1992) para inducir la ovulacion en alpacas. Ferrer et al. (2002) reportaron que la administracion IM
de buserelina resultd efectiva para la sincronizacion de la emergencia folicular durante distintos
estadios de la dinamica folicular (crecimiento, estatica y regresion); y, se logré determinar que el
tiempo transcurrido desde la aplicacion de la buserelina hasta la aparicion de un nuevo foliculo > 7
mm fue de 5,5 + 1,8 dias. Andrade (2007) observaron, en alpacas, que luego de la aplicacion de 1 ml
(4pg/ml) de buserelina IM el intervalo hasta la tasa de emergencia de una nueva onda folicular fue
de 4.3 £ 1.4 dias. La tasa de ovulacion de la buserelina, administrada via IM, fue reportada > 90%

(Andrade, 2007; Palian, 2010), inclusive llegando al 100% (Huanca T, 2008) en alpacas.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucion y periodo de duracion

El presente trabajo fue realizado durante el primer trimestre del 2016, en el Centro de
Investigacion y Produccion (CIP) Chuquibambilla, institucion que pertenece a la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano; ubicada a 3950 msnm,
en el distrito de Umachiri, provincia de Melgar, region Puno y la cual es considerada zona

agroecologica de puna humeda.

3.2 Animales

La poblacion de estudio la constituyeron 34 alpacas suri adultas. Las cuales se mantuvieron
separadas de los machos, todos los ejemplares estuvieron sujetos a similares condiciones de manejo,
fueron provistos de pastos naturales y tuvieron acceso al agua ad libitum, todo ello en terrenos del

CIP Chuquibambilla.

Los criterios de inclusion en la seleccion de los animales fueron: Grupo etareo comprendido
entre los 4 y 7 afos, antecedentes reproductivos conocidos, condicion corporal > 2.5 (escala de 1-5),
con un apropiado tamaio corporal que permita su evaluacion transrectal y que presentaran un foliculo
> 7 mm (diametro). Los criterios de exclusion fueron: hembras prefiadas o con cria al pie, ejemplares
que estén siendo suplementadas con hormonas, antecedentes de cirugias ovaricas, animales con

defectos congénitos y/o adquiridos.
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3.3 Determinacion del numero de foliculos antrales

Los ovarios fueron escaneados por ecografia transrectal (Aloka SSD-500, Aloka Co Ltd.,
Tokyo, Japan), en modo B y con un transductor lineal de 5 MHz; todas las ecografias fueron
realizadas cada dos dias por un tnico operador por un periodo de hasta 60 dias. El escaneo de los
ovarios fue de extremo a extremo y la posicion de los foliculos antrales fue graficada en el
ovariograma (Anexo 1) para analizar su numero y desarrollo folicular. El tamafio de los foliculos fue

calculado promediando sus diametros longitudinal y transversal.

El nimero de foliculos antrales se definié6 como la cantidad total de foliculos > 3 mm de
diametro visibles por ultrasonografica en ambos ovarios. Para determinar la repetibilidad del ntimero
de foliculos antrales por alpaca, cada animal fue evaluado durante la emergencia de tres ondas

foliculares consecutivas.

3.4 Procedimiento metodologico

Se realizaron evaluaciones por ultrasonografia transrectal en 55 animales durante 4 dias previos
a la seleccion y en base a ello se seleccionaron 34 alpacas que cumplieron los criterios de inclusion.
Posteriormente, las alpacas fueron distribuidas en dos grupos de similar nimero previa identificacion
con collarines, nimero de arete y marca de color (rojo o azul) en el cuello. Se procedio6 a dividir en
grupos para reducir el estrés por el manejo y la manipulacion en los animales; ademas ello proyectd

favorecer un mayor periodo destinado al pastoreo en las alpacas.

Partiendo del principio de que la existencia de un foliculo en dominancia representa un factor
de inhibicién de un crecimiento folicular multiple (Vaughan et al., 2004), se sincronizo la emergencia
folicular a través de la aplicacion de 1 ml andlogo de GnRH (4.2 pg de acetato
buserelina)(Conceptal®,Intervet.  Alemania) via  inyeccion  intramuscular  (musculo
semimembranoso) con una aguja de 20 x 1% segln el trabajo de Adams et al. (2005). El estimulo
hormonal (Do= dia cero) se aplico para inducir la ovulacion en los animales. Dos dias después de su
sincronizacion, se empezO un seguimiento ecografico transrectal por individuo; procurando
evidenciar que se haya producido la ovulacién, la cual fue establecida como la desaparicion de un

foliculo dominante que fue previamente registrado. Por otro lado, todos los examenes ecograficos
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fueron ejecutados a tempranas horas de la mafiana (06:00 h), luego del cual se trasladaron a las alpacas

a sus corrales para que puedan alimentarse.

En ambos grupos de estudio, todos los foliculos > 3 mm fueron medidos diametralmente (la
imagen ecografica de los foliculos antrales correspondié a estructuras anecogénicas) y se registro
graficamente en ovariogramas independientes su numero, tamafio, forma y posicion de las estructuras
ovaricas observadas (Anexo 1). El dia de la emergencia folicular fue considerado como el dia en que
el nuevo foliculo dominante presento, retrospectivamente, un diametro > 4mm (Adams et al., 1990;

Manjunatha et al., 2012).

Se evalu6 el niumero de foliculos antrales > 3 mm (diametro) durante dias aleatorios (dias, 12
y 24) del crecimiento folicular para poder compararlos con el nimero de foliculos antrales durante
dias esperados de la emergencia folicular, segun la metodologia propuesta por Gobikrusthanth et al.
(2017) en vacas. Los dias fijos 12 y 24 fueron elegidos tomando como referencia el trabajo de
Vaughan et al. (2004) en donde se espera para el dia 12 la emergencia de una nueva onda folicular

luego de la sincronizacion hormonal y para el dia 24 suceda una subsiguiente emergencia folicular.

Emergencia Dia Emergencia Dia Emergencia
GnRH folicular n°1 fijo folicular n°2 fijo folicular n°3
Seleccion
de animales
L1 | | | I I I I
1 1 I I I I
-4 -2 0 2 12 24

| |

1" intervalo interonda 2% intervalo interonda

Figura 2. Disefio observacional
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Como una parte preanalitica del presente estudio observacional, los siguientes parametros

fueron considerados:

- Tasa de ovulacion

- Dia de la emergencia folicular

- Dia de aparicion del foliculo dominante > 7 mm
- Diametro maximo del foliculo dominante

- Dia de deteccion del cuerpo luteo

- Dia de desaparicion del cuerpo lateo

- Diametro maximo del cuerpo lateo

3.5 Analisis estadistico

El presente es un estudio no experimental de tipo prospectivo. Se determinaron las medidas de
tendencia central (media y mediana) y de dispersion (desviacion estandar, rango). La distribucion
normal del numero de foliculos antrales (NFA) > 3mm de didmetro y del intervalo interonda
(ITO) fueron analizados mediante la prueba de D’ Agostino-Pearson (Anexo 2 y 3). Se emplearon
las pruebas de Mann-Whitney para identificar diferencias significativas en el NFA entre la
emergencia folicular y un periodo aleatorio de crecimiento folicular; y la prueba de Kruskal-Wallis
para determinar diferencias significativas en el NFA > 3mm entre alpacas individuales, entre
emergencias foliculares sucesivas y entre las categorias de clasificacion por animal. La repetibilidad
(rango 0 - 1; donde 1 es una repetibilidad perfecta) fue calculada para el NFA > 3mm y el 11O; como
un paso previo, los datos se normalizaron mediante el calculo de su raiz cuadrada (se informan los
valores transformados) (Anexo 3 y 4). Se empleo el programa estadistico SPSS version 24 (IBM Inc.
Chicago USA, 2016), y se consideraron que las diferencias observadas fueron estadisticamente

significativas cuando P < 0.05.
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IV. RESULTADOS

4.1 Tasa de ovulacion

El diametro promedio de los foliculos preovulatorios > 7 mm al inicio del estudio fue de 9.3 £
1.79 mm (Rango 7 - 14). Luego de la aplicacion de un analogo de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), para la sincronizacion de la onda folicular, se obtuvo una tasa de ovulacion
del 100% (34/34) en las alpacas en estudio; luego de la ovulacion se observé que la localizacion de
los nuevos foliculos dominantes fue similar entre el ovario izquierdo (n=18) y derecho (n=16). Con
respecto a la alternancia de los foliculos dominantes durante las tres ondas foliculares evaluadas, se
observo que 14/34 (41%) alpacas presentaron una alternancia en la emergencia de los nuevos foliculos

dominantes.

4.2 Intervalo desde la sincronizacion hasta la emergencia folicular

El cuadro 2 muestra el intervalo desde la administracion de un analogo de GnRH hasta el
desarrollo de una emergencia folicular. No se reportaron emergencias foliculares el dia 10 post
sincronizacion; sin embargo, se presentaron 3 animales que tuvieron la emergencia de sus ondas

foliculares hasta llegado el dia 12 post sincronizacion.
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Cuadro 2. Dia de la emergencia folicular post sincronizacion

n Media £ D.E. Rango

Intervalo desde la sincronizacion

hasta la emergencia folicular (dias) 3 45+ 14 2-8

4.3 Intervalo desde la sincronizacion hasta el dia que el foliculo alcanzo el tamaifio
preovulatorio.

El cuadro 3 muestra el intervalo en dias desde la aplicacion de un analogo de GnRH hasta el
dia en que el foliculo dominante de la nueva onda folicular alcanzé un tamaio preovulatorio (>7mm

de diametro) y el maximo tamafio de foliculo dominante (mm).

Cuadro 3. Dia de aparicion del foliculo preovulatorio > 7 mm post sincronizacion
y didmetro maximo del foliculo dominante

n Media = D.E. Rango

Intervalo desde la sincronizacion hasta

alcanzar el tamafio preovulatorio (dias) 34 9:3£26 10-18

Diametro maximo del foliculo

dominante (mm) 68 10.7+1.9 7-16
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4.4 Cuerpo liteo

En el cuadro 4 se muestran las caracteristicas del cuerpo luteo durante el desarrollo de una fase
luteal natural generada luego de la ovulacidon. Los caracteres como el dia de deteccion del cuerpo
luteo (CL), el maximo diametro (en mm) alcanzado y la duraciéon del CL son expresados a través de

medidas de tendencia central y dispersion.

Cuadro 4. Caracteristicas del cuerpo liteo durante una fase luteal natural inducida

Media £ D.E. Rango
Dia de deteccion del CL 58+14 2-8
Maximo diametro del CL (mm) 126 £1.5 8.8-15.5
Duracion del CL (dias) 134+1.9 10-18

CL Cuerpo luteo

4.5 Numero de foliculos antrales >3 mm

En la figura 3 se presenta la distribucion del niimero foliculos antrales (> 3 mm de didmetro)
representados a través del histograma acompaifiada de la curva normal de los datos. Como se observa
en la Figura 4, se evalu6 el numero de foliculos antrales (NFA) > 3 mm promedio durante las tres
emergencias foliculares sucesivas evaluadas a través de la prueba la prueba de Kruskal-Wallis (Anexo
6). El NFA > 3 mm fue comparado entre alpacas individuales en estudio segun la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis para muestras independientes (Anexo 7). Las medidas de tendencia
central y de dispersion del NFA > 3 mm determinados durante un dia esperado de la emergencia
folicular y un periodo desconocido de crecimiento folicular (dias fijos 12 y 24) en las 34 alpacas,
estos datos se representaron en el cuadro 5 y se evaluaron a través de la prueba no paramétrica de

Mann-Whitney (Anexo 8).
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Figura 3. Distribucion del nimero de foliculos antrales > 3 mm
determinados durante la emergencia folicular
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Figura 4. Nimero promedio de foliculos antrales > 3mm entre emergencias
foliculares
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Cuadro 5. Numero de foliculos > 3 mm durante la emergencia folicular y un periodo
aleatorio (dias 12 y 24) de crecimiento folicular

Numero de foliculos antrales > 3 mm

Emergencia Aleatorio
Rango 1-8 1-6
Media + D.E. 28+13 32+1.6
Mediana + RIC 3+1° 3+2¢

2 Letras distintas en una misma fila indican diferencia significativa
RIC Rango intercuartil
Mann-Whitney (P>0.05)

4.6 Repetibilidad del nimero de foliculos antrales > 3 mm

El cuadro 6 muestra la repetibilidad del numero de foliculos antrales (> 3 mm de diametro)
determinada durante un dia esperado de la emergencia folicular y durante un periodo aleatorio de

crecimiento folicular (dias fijos 12 y 24), dentro de los mismos animales en estudio (Anexos 9y 10).

Cuadro 6. Repetibilidad del nimero de foliculos antrales > 3 mm

Numero de foliculos antrales > 3 mm

Emergencia Aleatorio*
Repetibilidad 0.72 0.20
Periodos evaluados 102 68

NFA Numero de foliculos antrales
* Dias fijos 12 y 24

37



4.7 Clasificacion de alpacas segiin su numero foliculos antrales > 3 mm

En el cuadro 7 se observa como las 34 alpacas fueron clasificados en tres categorias diferentes

segun el valor promedio del numero de foliculos antrales (NFA) > 3 mm, en donde las categorias

propuestas fueron: alto (NFA > 3), intermedio (3 > NFA > 2) y bajo (2 > NFA). Se determind que el

NFA promedio es muy significativamente distinto entre las diferentes categorias de clasificacion para

alpacas (P <0.01) (Anexo 11).

Cuadro 7. Clasificacion de alpacas seglin su nimero promedio de foliculos
antrales > 3mm
Categorias (me dIi\LFfD.E.) Alpacas (n) Porg(;gtaj ©
Alto 43 +1.6 8 24
Medio 2.7+0.6° 16 47
Bajo 1.9+0.6° 10 29
TOTAL 34 100

abc

NFA

NUMERO DE FOLICULOS ANTRALES

=23 mm
(4]
[=]
?
(o)

Promedios en la misma columna con letra distinta indican diferencias
estadisticas significativas

Numero de foliculos antrales

Kruskal-Wallis (P < 0.01)

8,00
7,00
6,00

4,00 T
3,00 —|_

2,00

1,00 T
BAJO MEDIO ALTO

CLASIFICACION

Figura 5. Clasificacion de alpacas segin su nimero de foliculos antrales

>3mm
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4.8 Intervalo interonda

El Intervalo interonda promedio + desviacion estandar fue del 16.9 + 3.9 dias, respectivamente;
en donde los mayores porcentajes de intervalos fueron aquellos con 14 (16%), 16 (18%) y de 18
(19%) dias; inclusive registrandose intervalos de 20 a 24 dias durante la evaluacién de 68 ondas
foliculares en 34 alpacas, la distribucion de las frecuencias del intervalo interonda fue expuesto en la
figura 6. Asi mismo, se determin6 que el intervalo interonda en alpacas presento6 una repetibilidad de

0.23 (Anexo 12).

Media = 16,88
Desviacion estandar= 3 961

12,5 \

\
. /1|

Frecuencia
_.HI
[1;]
|
-“""‘-.._

1 p N

¥ T
B 10 15 20 25

0,0

Intervalo interonda (dias)

Figura 6. Distribucion del intervalo interonda en dias
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V. DISCUSION

Este estudio pretendid caracterizar la emergencia folicular y determinar la repetibilidad de la
onda folicular en alpacas en base al nimero de foliculos emergentes. Para ello, se procedié a la
sincronizacion de la ovulacidon en alpacas adultas, para luego realizar un seguimiento ecografico
interdiario y un registré de su dinamica folicular individual. La aplicacién de 4.2 pg de acetato de
buserelina, via intramuscular, estimula la descarga de LH a nivel de la adenohipéfisis induciendo la
ovulacion y la consiguiente eliminacion de la inhibicion del foliculo en dominancia sobre el desarrollo
folicular; lo cual permitiria segiin Miragaya et al., (2006) estimular una nueva emergencia folicular
sincronizada, el crecimiento de un nuevo foliculo en dominancia y el desarrollo de una fase lutea

natural.

La estimulacion hormonal con un analogo de GnRH logré obtener la ovulacion y posterior
desarrollo de un cuerpo luteo en el conjunto total de ejemplares sincronizados (34/34); siendo esta
tasa de ovulacion similar a la descrita por Andrade (2007) y Huanca T (2008) en alpacas. La deteccion
del cuerpo luteo en promedio fue a los 5.8 & 1.4 dias, en donde se observd que estos promediaron un
didmetro maximo de 14 mm y pudieron ser detectados hasta los 10 a 14 dias luego de la
sincronizacion; siendo estos resultados similares a los reportados en alpacas por Fernandez-Baca et

al. 1970b y Bravo et al., 1991.

Luego de la ovulacidn, el desarrollo de un cuerpo lateo no interrumpié el surgimiento de una
nueva emergencia folicular, conforme a lo sefialado por Ratto ez al. (2003); ni logro ejercer un efecto

significativo sobre el numero de foliculos antrales > 3 mm durante la primera emergencia folicular
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en comparacion con las dos siguientes emergencias de las ondas foliculares (Figura 3); es decir, que
a pesar del desarrollo luteal el nimero de foliculos emergentes > 3 mm fue similar durante las tres
emergencias foliculares, esto segiin la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (P > 0.05) (Anexo

6)

El dia esperado de la emergencia folicular se estim6 como el dia en que el foliculo dominante
presento, retrospectivamente, un didmetro > 4mm en base a los estudios desarrollados por Adams e?
al. (1990) y Manjunatha et al. (2012). En base a ello, se definio que el intervalo desde la
sincronizacion hasta la emergencia folicular fue de 4.5 & 1.4 dias (rango 2 — 8) en este estudio, siendo
este resultado similar al reportado por Andrade (2007) en alpacas, quien emple6 también un analogo
de GnRH (4.2 ug de acetato de buserelina) con el fin de sincronizar una nueva emergencia folicular,
obteniendo un intervalo a la emergencia folicular de 4.3 + 1.4 dias. Se observo ademas que hubo 3
animales que presentaron un retraso en la emergencia folicular hasta el dia 12 después de la
sincronizacion, lo cual podria ser atribuido a que algunos foliculos preovulatorios previos a la
sincronizacion estuvieron en la fase de regresion en donde el efecto de la LH liberada podria favorecer
la luteinizacién de los foliculos sin que se logre producir la ovulacion, resultando asi en un retraso en
la consecuente emergencia folicular de hasta 7 dias en relacion al promedio del grupo, siendo este

fendmeno similar al descrito en llamas por Bravo et al., 1990 y Bravo et al., 1991.

En los animales en estudio, no se observd que exista un patrén alternante regular en la
emergencia del foliculo dominante entre el ovario izquierdo y derecho, pues 14/34 (41%) de los
animales mostraron una alternancia folicular. Esto fue consistente con hallazgos previos en alpacas y
llamas (San-Martin et al., 1968; Vaughan et al., 2004). Por el contrario, Bravo et al. (1991) han
descrito la existencia de una alternancia folicular regular para el ovario izquierdo y derecho en un 80-
85% de alpacas. El intervalo desde la sincronizacion al dia en el cual un nuevo foliculo alcanz6 un
tamafio preovulatorio > 7 mm en alpacas a través de un analogo de GnRH (buserelina) fue de 9.3 +
2.6 dias, similar a lo descrito por Ratto et al. (2003) y Andrade (2007). Ademas, el tamafio promedio

del foliculo dominante fue 7 a 12 mm,; el cual es similar al observado por Bravo y Sumar, (1989).

Para el desarrollo del analisis se asumi6 que el nimero de foliculos emergentes > 3mm
determinados por ultrasonografia transrectal reflejan la reserva de foliculos primordiales disponible
en una alpaca adulta, tomando de referencia los trabajos histoldgicos sobre la reserva ovarica
realizados en vacas (Ireland et al., 2008) y alpacas (Celiz, 2017). Apoyados en dichos estudios y en

base a nuestras observaciones, se pudo describir que el que el numero de foliculos antrales > 3 mm
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durante la emergencia folicular en alpacas se caracteriza por presentar una distribucion asimétrica en
su histograma (figura 3), pues esta distribucion revela que existe un gran nimero de animales que
cuentan con un NFA bajo (1 a 3 foliculos); y por el contrario, son pocos los ejemplares que poseen
un valor alto (> 3 foliculos) en su NFA. Para evaluar la naturaleza de dicha distribucion de los
foliculos se uso6 la prueba de normalidad de D”Agostino-Pearson (Anexo 2), verificando de este
modo que dicho caracter no sigue una distribucién normal (Anexo 3). Esta asimetria en la distribucion
de los foliculos emergentes constituye un rasgo comun reportado en otras especies domesticas como
los bovinos (Burns ef al., 2005; Ireland ef al., 2007; Shahzad et al., 2014; Gobikrushanth et al., 2017)
y los camellos dromedarios (Manjunatha et al., 2012); y como tal, podria explicar en parte la
respuesta individual diversa de estas especies a los distintos protocolos de superovulacion ovarica

descritos hasta la actualidad.

Siendo el nimero de foliculos antrales una caracteristica que no presenta una distribucion
normal en alpacas, la medida de tendencia central empleada deberia ser la mediana en lugar de la
media; sin embargo, por fines comparativos en relacion a otros estudios, ambos valores fueron
calculos y presentados en el presente trabajo (Cuadro 5). A partir de ello, se describié que el promedio
(£ D.E.) del nimero de foliculos emergentes con un diametro > 3 mm fue de 2.8 + 1.3 foliculos, en
donde por ejemplo hubo animales que presentaron solo un foliculo durante las tres emergencias
foliculares y por otra parte hubo animales que presentaron de cinco a mas foliculos emergentes
durante las tres ondas, es asi como se observo que el rango de foliculos emergentes en alpacas esta
comprendido entre 1 a 8 foliculos > 3 mm (Figura 3). Este intervalo ilustra la gran variacion para esta
caracteristica en las alpacas, hecho que fue descrito previamente por multiples autores en otras
especies de mamiferos como los bovinos (Burns et al., 2005; Ireland et al., 2007; Shahzad et al.,

2014; Gobikrushanth et al., 2017) y los camellos dromedarios (Manjunatha et al., 2012).

Con base en el registro individual de datos se identific6 una notable similitud en el nimero
promedio de foliculos > 3 mm (didmetro) durante las emergencias de las ondas foliculares sucesivas
(Anexo 6); sin embargo, se determind que existe una diferencia significativa en el nimero de dichos
foliculos entre animales distintos, esto segun la prueba de Kruskal-Wallis para muestras
independientes (P<0.05) (Anexo 7). En el mismo sentido, en el presente estudio se pudo distinguir
que el namero de foliculos antrales (NFA) > 3 mm durante la emergencia folicular y un periodo
aleatorio (dias fijos 12 y 24) de crecimiento folicular no difieren significativamente, segun la prueba
no paramétrica de Mann-Withney (Anexo 8); es decir, que el NFA >3 mm promedio es relativamente

constante durante distintos periodos de desarrollo folicular entre los animales en estudio. Esto podria
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ser explicado porque probablemente durante una etapa aleatoria de crecimiento folicular esté presente
una poblacion mixta de foliculos en crecimiento y regresion (pequefios, medianos y grandes) lo cual
contribuiria con un incremento en el NFA > 3 mm y permitiria registrar de este modo un niimero de
foliculos similar al observado durante la emergencia de las ondas foliculares, en donde se espera que
una poblacion en crecimiento mas funcionalmente homogénea (foliculos pequefios y medianos)
deberia estar presente. Esta similitud en el NFA promedio durante estadios distintos del desarrollo

folicular ha sido descrita por Gobikrushanth ef a/. (2017) en vacas.

En funcion a dichos resultados se quiso precisar si el numero de foliculos emergentes > 3 mm
representa una caracteristica consistente dentro de un mismo animal mediante el calculo de su
repetibilidad, es asi como se llegd a determinar que el numero de foliculos antrales > 3 mm durante
la emergencia de tres ondas foliculares sucesivas en alpacas posee una repetibilidad de 0.72 (P <
0.01) (Anexo 9); cifra que segiin Harper (1999), y en base a los intervalos de referencia propuestos
por Martin y Bateson (1986), permite definir al nimero de foliculos emergentes > 3 mm como una
caracteristica con una alta repetibilidad; similar a la reportada por multiples investigadores en otras
especies de mamiferos como los bovinos (Burns et al., 2005; Ireland et al., 2007; Shahzad et al.,

2014; Gobikrushanth et al., 2017) y dromedarios (Manjunatha et al., 2012).

Ademas, se pudo verificar que dicha repetibilidad (0.72) es mayor que aquella calculada
durante periodos desconocidos del crecimiento folicular (dias fijos 12 y 24) en los mismos animales
en estudio (r=0.20)(Anexo 10); siendo esta menor repetibilidad comparable a la reportada en vacas
Holstein (r=0.37), cuando esta fue calculada en un periodo aleatorio de crecimiento folicular
(Gobikrushanth et al., 2017), estas bajas repetibilidades descritas permiten sugerir que los NFA >
3mm no se correlacionan correctamente al ser evaluados durante estadios desconocidos de la
dinamica folicular en alpacas, a pesar de que este NFA pueda ser similar al nimero observado durante
la emergencia folicular como fue descrito en el parrafo anterior. Tomando en cuenta estos
antecedentes, podemos inferir que el nimero de foliculos antrales > 3mm durante la emergencia de
las ondas foliculares en alpacas representa una caracteristica altamente repetible (r=0.72). Lo cual
permite sugerir que el nimero de foliculos emergentes > 3 mm podria representar un caracter de

seleccion en dichos animales, en base a su potencial de crecimiento folicular individual.

Se pudo valorar el grado de la repetibilidad del nimero de foliculos emergentes > 3 mm en
alpacas con otras especies, asi por ejemplo durante un estudio en vacas de carne se report6 una alta

repetibilidad (0.77) entre los nimeros de foliculos emergentes (Singh et al., 2004) de dos ondas
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foliculares sucesivas de un ciclo estral, siendo similar a la reportada en el presente estudio; pero eso
pudo haber sido por el tamafio de los foliculos (rango de 2 a 6 mm) y es que en nuestro presente
trabajo se contaron todos los foliculos > 3mm de diametro. Por otra parte, Mossa et al. (2012)
desarrollaron un estudio sobre la repetibilidad del nimero foliculos en vacas Holstein, en los que ellos
observaron una repetibilidad muy alta (0.95) en el nimero de foliculos antrales durante diferentes
ondas del ciclo estral; valor que coincidié con lo reportado por Manjunatha et al. (2012) en

dromedarios (r=0.95).

De forma similar, Shahzad et al. (2014) fueron quienes reportaron en bufalos una alta
repetibilidad (0.85) del nimero de foliculos antrales dentro de un mismo ciclo estral. Estas diferentes
repetibilidades en referencia a nuestro estudio pudieron deberse a la diferencia que existe entre el
rango de foliculos en cada estudio, pues en los dromedarios el rango fue de 8 a 34, en los bufalos fue
de 4 a 12 y en vacas Holstein de 1 a 65, pues segun explica Senar, (1999) un mayor rango de variacion
contribuiria positivamente con una mayor repetibilidad. En otro estudio en vacas se intent6 evaluar
la cantidad total de foliculos en desarrollo luego de la ablacion folicular cada 7 a 10 dias (Boni ef al.,
1997); pero se logré obtener una moderada repetibilidad (0.58) en el nimero de foliculos que
emergieron de forma sucesiva. Ello tuvo una diferencia con nuestro resultado, esto pudo ser porque
ellos no realizaron un seguimiento de la dindmica folicular, y se limitaron a eliminar al foliculo
dominante por ablacion induciendo la ovulacion y evaluando la respuesta folicular después de cada
7-10 dias. Siendo requeridas 24 horas para la observacion de una nueva emergencia folicular luego

de la ablacion segun lo descrito por Adams et al. (2008). ?

En bufalos (Shahzad ef al., 2014), el nimero de foliculos antrales pudo ser clasificado en bajo
(1-4), medio (5-8) y alto (9 0 mas). En funcion a ello, en el presente trabajo clasificamos a las alpacas
en base al promedio de su niimero de foliculos emergentes en tres categorias que fueron alto (NFA
> 3), intermedio (3 > NFA > 2) y bajo (2 > NFA); la clasificacion propuesta fue mas ajustada en
nuestro estudio, esto fue debido a que hubo un menor rango de foliculos antrales (1-8) en comparacion
con ¢l trabajo de Shahzad et al. (2014) en bufalos (rango de 1 a 12). Si embargo se pudo verificar a
través de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis que el NFA > 3mm difiere entre las categorias
de clasificacion propuestas (Anexo 11). En base a la clasificacion realizada, podemos estimar que un
25% de las alpacas presentarian un ntimero de foliculos antrales alto (Cuadro 7); lo cual podria
representar un criterio de seleccion valioso en esta especie a través de la ecografia previo al inicio de

los protocolos de superovulacion; siendo esto similar a lo descrito en vacas por Singh et al. (2003).
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El intervalo interonda promedio fue de 16.9 £ 3.96 dias en alpacas, en donde un niimero
considerable de ondas foliculares tuvo de 14 a 18 dias de duracion inclusive registrandose ondas
foliculares esporadicas con intervalos de 20 y 24 dias. Resultados similares a los descritos por
Vaughan et al. (2004) en donde se observaron un mayor nimero de intervalos interonda con 12 a 16
dias. Sin embargo, estos resultados son distintos a los reportados por Bravo y Sumar (1989) en donde
ellos reportan en alpacas intervalos entre dos foliculos en dominancia consecutivos de 12 dias
promedio. Los hallazgos antes mencionados ilustran la amplia variacion para esta caracteristica entre
alpacas; en donde esta diferencia en el intervalo interonda podria deberse en parte al mayor tamafio
que exhiben foliculos dominantes alcanzados por los animales en estudio (9 a 13 mm), pues se sabe
que el didmetro del foliculo dominante se halla directamente correlacionado con el largo del intervalo
interonda segun lo descrito por Adams et al. (1990) y Vaughan et al. (2004); y ademads se podria
explicar que la presencia de ondas foliculares con una duracién de hasta 24 dias se pudo deber al
mayor tiempo de retraso que tuvieron algunas ondas foliculares para emerger, como ya anteriormente

fue descrito.

En base al registro de datos sobre la duracion de las ondas foliculares en las alpacas, se pudo
determinar que el intervalo interonda posee una de repetibilidad del 0.23 (Anexo 12), valor que segiin
Harper (1999) permite definir al intervalo interonda como una caracteristica no repetible dentro de
un mismo animal; siendo ademas este valor mucho menor que el reportado por Manjunatha et al.
(2012) en camellos dromedarios (r = 0.88). Lo cual confirma la falta de previsibilidad que tiene la

duracion de la onda folicular en alpacas.
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V1. CONCLUSIONES

El nimero de foliculos antrales > 3mm durante la emergencia folicular es distinto entre

alpacas adultas (P<0.05).

El numero de foliculos antrales > 3mm durante la emergencia folicular es una caracteristica

repetible dentro de un mismo individuo (r = 0.72) (P<0.01).

El intervalo interonda representa una caracteristica variable y no repetible (= 0.23) en

alpacas.
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Anexo 2. Numero de foliculos emergentes > 3mm por alpaca
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Anexo 3. Prueba de normalidad al numero de
foliculos emergentes > 3 mm

D'Agostino-Pearson

DA -stat 51.02
P-value 0.00
alpha 0.05

Normal no




Anexo 4. Numero de foliculos emergentes > 3mm por alpaca - valores transformados

EMERGENCIA 1 EMERGENCIA 2 EMERGENCIA 3

TRANS TRANS TRANS
ALPACA 1 1,41 1,41 1,41
2 1,73 1,73 1,73
5 1,73 1,73 1,73
7 1,00 1,00 1,00
8 1,41 1,73 1,00
10 1,73 1,73 1,73
11 1,73 1,41 1,73
13 1,41 1,41 1,00
15 1,41 1,41 2,45
17 1,73 1,73 1,73
18 2,00 1,00 2,24
19 1,41 1,41 1,73
22 2,00 2,00 1,41
23 2,83 2,45 2,24
24 1,73 1,73 1,00
25 1,73 1,41 1,73
27 1,73 1,41 1,41
29 1,73 1,00 1,41
30 1,73 1,00 1,73
33 1,41 1,41 1,41
36 2,65 2,00 2,24
37 1,73 1,73 1,73
40 1,41 1,41 1,41
41 1,41 1,73 1,41
42 1,41 1,00 1,73
44 1,73 1,41 1,73
45 1,41 1,41 1,73
46 1,73 1,41 1,00
48 2,24 2,24 2,24
50 1,41 1,41 1,41
51 2,24 2,24 2,00
52 1,73 1,73 1,41
53 1,73 2,00 1,73
55 1,00 1,73 2,00

Anexo 5. Prueba de normalidad al niimero de foliculos
emergentes > 3 mm-—valores transformados

D'Agostino-Pearson

DA -stat 5,73
P-value 0.06
alpha 0.05

Normal si




Anexo 6. Distribucion del nimero de foliculos antrales 3mm entre emergencias
foliculares sucesivas

Resumen de prueba de hipotesis

Hipotesis nula Prueha Sig. Decision
. Prueba de
La distribucion de NUMERD DE Kruskal- Setaner |
1 FOLICULOS ANTRALES = 3mm Wallis para 517000 hipgtesi
es la misma entre las categorias de  muestras ' nluplg Edl
EMERGEMNCIA FOLICULAR . independiente '
5

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es de 05,

Anexo 7. Distribucion del nimero de foliculos antrales > 3 mm entre alpacas

Resumen de prueba de hipétesis

Hipdtesis nula Prueba Sig. Decision
y Prueba de
La distribucidn de MUMEROC DE Kruskal- S
1 FOLICULDS ANTRALES =3 mm Wallis para 3000 hipdtes:
es la misma entre las categorias de muestras ' nlupig Sl
ALPACA. independiente :
5

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacidn es de 05,

Anexo 8. Evaluacion del niimero de foliculos > 3mm durante la emergencia folicular y
en estadios aleatorios de crecimiento folicular

Resumen de prueba de hipétesis

Hipdtesis nula Prueha Sig. Decisidn

La distribucidn de CONTEQ DE Prucha U de
FOLICULOS ANTRALES =3 mm Ml Retener la
1 esla misma entre las categorias de i Y 127,000 hipdtesis
ESTADIO DE LA ONDA et sl nula.
FOLICULAR. independientes

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacidn es de 05.
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Anexo 10. Repetibilidad del nimero de foliculos emergentes > 3 mm

95% de intervalo de

confianza Prueba F con valor verdadero 0
Correlacion Limite
intraclase  Limite inferior superior Valor gl1 gl2 Sig
Medidas unicas 0.466 0.259 0.659 3.621 33 66 0.000
Medidas 0.724 0.512 0.853 3.621 33 66 0.000

promedio

Anexo 9. Repetibilidad del nimero de foliculos > 3 mm durante periodos aleatorios de crecimiento folicular

95% de intervalo de

confianza Prueba F con valor verdadero 0
Correlacion Limite
intraclase  Limite inferior superior Valor gl1 gl2 Sig
Medidas unicas 0.106 -0.237 0.424 1.236 33 33 0.273
Medidas 0.191 -0.620 0.596 1.236 33 33 0.273

promedio

Anexo 11. Distribucion del numero de foliculos segun la clasificacion de los animales

Resumen de prueba de hipotesis

Hipotesis nula Pruebha Sig. Decision
. Prueha de
La distribucidn de NUMERQC DE Kruskal- e e
1 FOLICULOS ANTRALES =3 mm Wallis para 000 EREE e
es la misma entre las categorias de  muestras ! pl
CLASIFICACION . independiente ALIE.
5

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es de 05,
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Anexo 12. Repetibilidad del intervalo interonda

95% de intervalo de

confianza Prueba F con valor verdadero 0
Correlacion Limite
intraclase  Limite inferior superior Valor gl1 gl2 Sig
Medidas unicas 0.132 -0.211 0.446 1.304 33 33 0.225
Medidas 0.233 -0.536 0.617 1.304 33 33 0.225
promedio
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