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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto de la aplicacion adicional, post
copula, de dos inductores de ovulacion (Plasma Seminal y Gonadotropina Coridnica
Humana), sobre la composicién bioquimica del fluido oviductal, uterino y el desarrollo
embrionario temprano. Se utilizaron 24 alpacas hembra de raza Huacaya, mayores a 4 afios
de edad, sin cria al pie con fertiidad comprobada. Las alpacas fueron distribuidas
aleatoriamente para ser inducidas a ovulacién en 3 grupos: Ti (control) (n=8) se administrd
1 ml de fosfato buffer salino (PBS), via IM + monta natural; Tz (n=8) se administré 1000 UI
de gonadotropina coriénica humana (hCG), via IM + monta natural y T3 (n=8) con 1 ml de
plasma seminal (PS), via IM + monta natural. Para la coleccién del fluido oviductal, fueron
sacrificados 12 animales (4 Ti, 4 T> y 4 T3) al 3er dia post copula y se colectd el tracto
reproductivo para separar el oviducto ipsilateral al cuerpo liteo (CL) y realizar un lavado a
través de su unidn utero tubal con 5 ml de PBS. Para la coleccidon del fluido uterino, las 12
alpacas restantes (4 T1, 4 T2 y 4 T3) fueron sometidas a un lavado del cuerno uterino ipsilateral
al CL, al 6to dia post copula, mediante la técnica recto cervical con 80 ml de PBS. En los
contenidos del oviducto (Dia 3) y utero (Dia 6), se procedi6 a la busqueda de embriones con
ayuda deun estereoscopio NIKON, pero solo se hallaron embriones en el contenido de fluido
oviductal y fueron clasificados segin su etapa de desarrollo embrionario. Se realizé la
evaluacion de la composicion bioquimica (glucosa, proteina total, albiimina, colesterol y
triglicéridos) con el analizador bioquimico semiautomatico URIT-810. El andlisis estadistico
para la composicion bioquimica del fluido oviductal y el fluido uterino para ambos inductores
de ovulacion fueron realizados con un analisis de varianza (ANOV A) de un solo factor. Los
resultados del estudio sugieren que no existe diferencia significativa del efecto de los
inductores de ovulacién sobre la composiciéon bioquimica del fluido oviductal y del fluido

uterino.

Palabras clave: alpaca, fluido, desarrollo, embriones, plasma seminal
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ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate the effect of the additional application,
post copulation, of two ovulation inducers (Seminal Plasma and Human Chorionic
Gonadotropin), on the biochemical composition of oviductal and uterine fluid and early
embryonic development. Twenty-four female alpacas of the Huacaya breed were used, older
than 4 years of age, without breeding at the foot with proven fertility. The alpacas were
randomly distributed to be induced to ovulation in 3 groups : Ti (control) (n=8) was
administered 1 ml of phosphate buffered saline (PBS), via IM + natural mating ; T> (n=8)
1000 TU of human chorionic gonadotropin (hCG) was administered IM + natural mount, and
T3 (n=8) with 1 ml of seminal plasma (PS), IM + natural mount. For the collection of
oviductal fluid, 12 animals (4 T1, 4 T2 and 4 T3) were sacrificed on the 3rd day post copulation
and the reproductive tract was collected to separate the oviduct ipsilateral to the corpus
luteum (CL) and perform a wash through its uterotubal junction with 5 ml of PBS. For the
collection of uterine fluid, the remaining 12 alpacas (4 T1, 4 T2 and 4 T3) were subjected to
lavage of the uterine horn ipsilateral to the CL, on the 6th day post copulation, using the
rectus cervical technique with 80 ml of PBS. Inthe contents of the oviduct (Day 3) and uterus
(Day 6), we proceeded to search for embryos with the help of a NIKON stereoscope, but only
embryos were found in the oviductal fluid content and they were classified according to their
stage of embryonic development. Biochemical composition evaluation (glucose, total
protein, albumin, cholesterol, and triglycerides) was performed with the URIT-810
semiautomatic biochemical analyzer. Statistical analysis for the biochemical composition of
oviductal fluid and uterine fluid for both ovulation inducers were performed with a one-way
analysis of variance (ANOVA). The results of the study suggest that there is no significant
difference in the effect of ovulation inducers on the biochemical composition of oviductal

fluid and uterine fluid.

Keywords : alpaca, fluid, development, embryos, seminal plasm
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I. INTRODUCCION

La produccién de camélidos es la principal actividad agropecuaria que se desarrolla
en las zonas altoandinas ubicadas sobre los 4000 m s.n.m. De esta crianza se obtiene la fibra,
carne, piel, cuero, estiércol y también estos animales son utilizados en la medicina tradicional
y en el turismo. Segun la FAO, esta crianza provee el 70-80 % a las zonas altoandinas y se
estima que el 76 % son pequefios productores y el 24 % son medianos y grandes (MINAGRI,
2020).

De acuerdo con el dltimo Censo Nacional Agropecuario tenemos a 3°685,500 de
alpacas aproximadamente y la mayor poblacion se encuentra en las regiones de Puno, Cusco
y Arequipa (INEI, 2012). El Peru es el primer productor de fibra de alpaca a nivel mundial y
cuenta con el 85 % de la poblacién mundial. En los ultimos afios, se han venido desarrollando

estudios en inmunologia, bioquimica, endocrinologia y entre otras ramas de la medicina, ya

que sirve como modelo de estudio (Wrap, 2020).

Los fluidos del oviducto y del ttero son fundamentales para la reproduccion, ya que
proporcionan el ambiente para el paso de los espermatozoides y los évulos, la fecundacion 'y
el desarrollo del embrion antes de la implantacion (Velazquez et al., 2010). La composicion
bioquimica de estos fluidos del tracto reproductivo es importante para la comprensién de la
interaccion embrion-maternal durante el desarrollo inicial del embrién de alpaca y para una
correcta formulacién de medios de cultivo especificos para el desarrollo de la biotecnologia

reproductiva (Argafiaraz et al., 2014; Apichela et al., 2015).

En camélidos sudamericanos hay poca informacion referida a la composicion
bioquimica del fluido oviductal y uterino, por lo que el presente estudio tiene como objetivo
evaluar el efecto de la aplicacion adicional, post copula, de dos inductores de ovulacion
(plasma seminal o hCG), sobre la composicién bioquimica del fluido oviductal, uterino y en

el desarrollo embrionario temprano.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Inductores de la ovulacion

Los camélidos sudamericanos son especies de ovulacion inducida, donde la copula es un
factor importante para producir la ovulaciéon. Sin embargo, no es el desencadenante principal,
sino que la ovulacién se produce en respuesta a un factor presente en el plasma seminal (PS)

que induce a un aumento preovulatorio de LH (Carrasco et al., 2018).

La ovulacién también puede ser inducida con la administracién de hormonas exdgenas. Se
administran hormonas con acciéon de LH como la gonadotropina coriénica humana (hCG)
(Sumar, 1994), andlogo de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) como la
buserelina (Andrade, 2007) y la hormona luteinizante (LH). Al administrar estas hormonas
se provoca la liberacion de LH, para inducir a la ovulaciéon. En los camélidos también se
viene usando el PS como inductor de ovulacion para aumentar la tasa de ovulacién, asi como

se utiliza la GnRH (Mamani et al., 2013).

El uso de hCG en hembras induce a la ovulacién porque permite una eficiente liberacién de
LH y al administrarla se presenta una mejor respuesta ovulatoria en comparaciéon con la

monta natural (Bravo et al., 1995) y la dosis necesaria para inducir a la ovulacién en alpacas
es de 500-750 UI de hCG (Novoa et al., 1999).

Estudios también han encontrado una tasa de ovulacion superior al 90 %, cuando se usa
como inductor deovulacion al PS en alpacas (Adams et al., 2005)). Estos resultados sugieren
la posibilidad de utilizar el PS en los programas de inseminacion artificial en reemplazo de

las hormonas sintéticas (Mamani et al., 2016).



2.1.1. Plasma seminal como inductor de ovulacion

En el semen de los camellos se determiné la presencia de un factor inductor de ovulacién
(FIO) que presentaba una bioactividad similar a la GnRH (Pan ez al., 2001) y esto sugiri6
que en el semen de alpacas también se encontrara. Se comprob6 la presencia del FIO en las
alpacas, cuando se administrd el plasma seminal via intramuscular porque aumentaron los

niveles de LH circulante y se produjo la ovulacién (Adams et al., 2005).

La accién del FIO presente en el PS de la alpaca es via sistémica, como lo demuestra la
administracién intramuscular (Panez et al, 2009) y a las 26 horas de su aplicacién induce a

ovulacion (Huanca et al., 2014) e incluso tiene un efecto muy potente aun con dosis bajas
(Reyna et al., 2015).

Se determind una mejor tasa de concepcion en animales que se les aplicé PS (75 %) como
inductor de ovulacién en comparacion a los que recibieron un andlogo de GnRH (53.1 %)y
un tamafio superior del CL con el uso de PS (Palidn, 2010). También habria una mejora en

la supervivencia embrionaria a la aplicacién de PS que de GnRH o la monta natural (Turin

et al., 2015).

El FIO fue identificado como el factor de crecimiento nervioso B (B-NGF) en los CSA
(Ratto et al., 2012). El B-NGF, induce al mecanismo de ovulacién regulada por una relacién
directa a nivel central en el eje hipotalamo-hipofisario y estimula la secrecién hipofisaria de

LH (Silva et al., 2020).

El FIO produce un mayor efecto luteotr6fico porque modifica su patrén de liberacion de

LH y mejora la vascularizacién del tejido en el periodo preovulatorio y en las fases iniciales
dela formaciéon del CL (Silva et al., 2017).

Las concentraciones periféricas de estradiol en llamas modulan parcialmente el efecto del
FIO sobre la secrecion hipofisaria de LH (Silva et al., 2020) y se ha descrito también que

existen interneuronas en el hipotdlamo que median la ovulacién inducida por el FIO del PS
(El-Allali et al., 2017; Carrasco et al., 2018).



2.2 Fecundacion y desarrollo embrionario

En camélidos la fecundacién ain es poco conocida y se sugiere que el oviducto deberia
desempefiar un papel clave en la movilidad delos espermatozoides, viabilidad y la capacidad

de fecundar (Aba, 2014).

En las alpacas el semen es depositado en los cuernos uterinos y se observa una hiperemia a
nivel de la unién utero tubal (UUT) que posiblemente es debido a la friccion del pene en la
monta (Bravo et al, 1996). La UUT es un reservorio de espermatozoides por sus

caracteristicas anatomicas (Apichela et al., 2009).

El transporte de espermatozoides en alpacas es de manera gradual hasta llegar al lugar de
la fecundacion, donde alas 18 horas post cépula el 82,7 % se ubica en el istmo (Bravo et al.,
1996) y su vida util fértil durante el almacenamiento se produce gracias a su unién a las
células epiteliales que recubren el lumen del oviducto (Aba, 2014). El ovocito llega al

oviducto junto con el complejo cimulo y con ayuda de los cilios se dirige al lugar de la

fecundacion donde espera a los espermatozoides (Kolle ef al., 2009).

Luego de la fecundacion, el desarrollo embrionario temprano en camélidos es acelerado. Al
dia 3 post copula el embridon presenta 4 blastomeras y se desarrolla hasta mérula o etapa
temprana de blastocisto en el oviducto (Picha et al., 2013) y se ubica en el cuerno uterino
entre los dias 6 y 7 post copula (Cervantes et al., 2011) en la etapa de blastocisto eclosionado

(Picha et al., 2013).

Hasta la implantacion, el embridn se desarrolla libremente en el oviducto y en el ttero y

depende nutricionalmente de sus secreciones para su supervivencia (Hugentobler et al.,

2010).

La tasa de supervivencia embrionaria y la ovulacién en alpacas no son influenciadas por la
etapa de desarrollo del foliculo dominante y tampoco por su localizacién (ovario derecho o

izquierdo) (Ratto et al., 2011).



2.3 Oviducto
2.3.1 Anatomia

Los oviductos son estructuras tubulares delgadas de trayecto sinuoso que acopla el ovario
al utero. Presenta una longitud de 10 a 12 cm y con un didmetro de 2-3 mm, que a través del
mesosalpinx se suspende a la cavidad abdominal (Sato ef al., 1986). Esta formado por:
infundibulo, la ampolla que presenta un trayecto tortuoso, el istmo y la unién ttero tubal.
Conecta al cuerno uterino (CU) a través de un orificio estrecho que genera una papila
protuberante llamado istmo, cercado por un esfinter, y esto ayuda a evitar el ingreso de los
fluidos del ttero al oviducto, pero de forma inversa es posible (Sumar y Adams, 2007).

En el oviducto se desarrolla la maduracién de los gametos, la fecundacién y el desarrollo

embrionario temprano (Apichela et al., 2015; Fig.1).
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Figura 1. Representacion anatomica del oviducto y su participacién en la reproduccion

Ghersevich et al. (2015)



2.3.2 Epitelio oviductal

Enlos CSA el papel del oviductoy sus secreciones que se forman en el epitelio no se conoce

a detalle por el dificil acceso a los animales y al fluido del oviducto (Apichela et al., 2015).

El oviducto de la llama esta formado por las capas: serosa, muscular, submucosa y mucosa.
La luz oviductal estd revestida por la mucosa, que estd formada por células columnares
ciliadas y no ciliadas o células secretoras (Apichela et al., 2009). En alpacas, se observo en
el centro del oviducto a las vellosidades primarias gruesas, con muy pocas ramificaciones y
a su ldmina propia formada por tejido conectivo denso, y externamente abundantes fibras

musculares lisas (Zegarra, 2014).

Apichela et al. (2009) menciona que la estructura interna de las células secretoras del
oviducto tiene numerosos granulos de secrecion. A nivel dela UUT se observaron granulos
secretores pequeios y mas electrodensos, a diferencia decémo se visualiza en el istmo donde

hay granulos secretores de diferentes tamafios. Desde la ampolla hasta el istmo se observan

menos células ciliadas y mds células secretoras en su epitelio.

En el oviducto del bovino, luego de la ovulacién se determiné que aumenta la frecuencia
del movimiento ciliar de las células epiteliales y esto es muy importante para el transporte de

los gametos y embriones (Kolle et al., 2009).

2.3.3 Fluido oviductal y su importancia

El fluido oviductal (FO) actia como modulador para la interacciéon de los gametos, la
fecundacion y el desarrollo embrionario temprano (Li ef al., 2017). La luz esta cubierta por
el FO, que es unamezcla de la secrecion de células epiteliales del oviducto y de un trasudado

del suero sanguineo (Apichela et al., 2015).

El FO podria estar compuesto por otros fluidos y al menos en el porcino el fluido folicular
participa, pero en cantidades inferiores (Briissow et al.,1999). Sin embargo, no esta probado
en otras especies y también puede estar afectado por factores externos, incluido el estrés

metabdlico y ambiental (Saint-Dizier et al., 2019).



Las hormonas de bajo peso molecular, como los esteroides (progesterona y estradiol) y las
prostaglandinas producidas en niveles altos por los foliculos ovéricos y los cuerpos liteos,
pueden llegar al FO por contratransferencia vascular desde la vena ovdrica a la rama del
oviducto de la arteria ovarica (Hunter, 2012). También puede ser posible una difusion local
de hormonas desde la red linfatica del mesovario hacia la luz del oviducto. Las hormonas
esteroides ovdricas, progesterona y estradiol siempre se detectan en las secreciones

oviductales, pero sus concentraciones varian entre especies (Saint-Dizier ef al., 2019).

2.3.4 Formacion del fluido oviductal

La formacién del FO estd controlada por hormonas. Algunas hormonas se originan en el
ovario, como las prostaglandinas y los esteroides (el estradiol y la progesterona); y otras
provienen del fluido peritoneal, del intestino, del mesenterio y de depdsitos de tejido graso

como las leptinas (Hunter, 2012).

Las células ciliadas y las células secretoras del epitelio oviductal son sensibles a las
variaciones de los niveles de esteroides en sangre. Los estrogenos inducen hipertrofia y
aumento de la altura de células epiteliales secretoras y restablece el fenotipo de las células
ciliadas. Mientras que la progesterona provoca atrofia de las células secretoras, pérdida del

epitelio ciliado y reduccion de la secrecion celular (Saint-Dizier et al., 2019).

El oviducto de la llama produce y secreta las metaloproteasas de matriz (MMPs) al lumen
oviductal y se sugiere que estas enzimas pueden participar en la preparaciéon del ambiente
oviductal para la recepcion de los gametos, la fecundacién y el desarrollo embrionario

temprano en camélidos (Zampini et al., 2017).

El sistema nervioso simpdtico con sus neurotransmisores, como la adrenalina y la
noradrenalina, intervienen en la formacién del FO porque producen la vasoconstriccion y una
disminucién del aporte sanguineo al oviducto que inhibe la formacién. También influye

directamente en el oviducto generando una absorcion en presencia de noradrenalina o una

secrecion bajo la influencia de acetilcolina (Jankovic et al., 2004).



La tasa de secrecién y volumen del FO depende de los niveles de estrogenos, secretindose
una cantidad médxima en la ovulacién y disminuyendo cuando hay un predominio de la

progesterona (Carrasco et al., 2008).

Las secreciones del oviducto se renuevan constantemente (Saint-Dizier et al., 2019) y en
general se puede afirmar que volumen del FO en la cerda (Iritani er al., 1974), en la vaca
(Carlson et al., 1970) y en la yegua (Engle y Foley, 1975) oscilan entre 0.5 a 7 ml por dia.
En las camellas, no prefiadas que fueron sacrificadas, solo aspiraron de 20-40 ul de fluido

oviductal (Swelum et al., 2020) y en los bovinos de 10-30 ul por animal (Pillai et al., 2017).

2.3.5 Composicion bioquimica fluido oviductal

El FO estd formado por una mezcla compleja de moléculas, desde pequefios metabolitos y
hormonas de bajo peso molecular hasta lipidos, proteinas y glicoproteinas de alto peso
molecular. Algunos deestos componentes son sustratos metabdlicos, como el lactato, el dcido

pirtvico, los aminodcidos y la glucosa (Saint-Dizier et al., 2019; Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicién bioquimica del FO de mamiferos no gestantes

Porcino Bovino Ovino Alpaca

Glucosa (mg/dl) 1748 £3.6 432+30.2 285%0.5 65 £4.7
PT (g/dl) 1.68 123 378137 021-32 4.67+0.33
Albimina (g/dl) - 1.84 £0.12 - 223+£0.18

(Hamner, 1971; Nichol et al., 1992; Carrasco et al., 2008; Apichela et al., 2015;
Jordaens et al., 2017)

2.3.5.1 Glucosa

La glucosa es uno de los sustratos energéticos mds estudiados en el oviducto, por su
importancia en el metabolismo de los gametos y del embridén y su concentracion varia de

acuerdo a las necesidades metabolicas del embridon temprano (Saint-Dizier et al., 2019). En



el FO las concentraciones son inferiores a la del plasma sanguineo, como se ha reportado en

bovinos (Jordaens et al., 2017).

Las concentraciones de glucosa en el FO de bovino, no presenta una asociacion entre las
concentraciones sistémicas de progesterona o estradiol (Hugentobler et al., 2008). Los

niveles elevados de glucosa al inicio podrian generar una disminucion en el porcentaje del

clivaje de embriones bovinos (Nina, 2021).

Los resultados reportados en el FO de alpacas fueron muy variados (Apichela et al., 2015),
pero estuvieron en relacién con los encontradosen bovinos (Carlson ez al., 1970) y superiores

a los reportados en oveja (Hamner, 1971).

2.3.5.2 Lipidos: Colesterol y triglicéridos

Los lipidos en el oviducto pueden proporcionar una fuente potencial de energia y son
importantes para la proliferacion y diferenciacion celular. Se acumulan en el ovocito y en el
embrion, pero aun los datos de sus efectos en el desarrollo embrionario son escasos (Saint-

Dizier et al., 2019).

El FO presenta una variedad de lipidos que incluye colesterol, triglicéridos y dcidos grasos
(Jordaens et al., 2017). En los bovinos la distribucién de lipidos dentro del oviducto depende
del estado hormonal y su secrecion aumenta cuando hay un predominio de la progesterona

(Mokhtar, 2015).

El colesterol es un compuesto fundamental para las membranas celulares y de las hormonas
esteroideas que incluye progesterona y estrogenos (Pineda, 1989). En bovinos se report6 el
rango de colesterol post ovulaciéon del FO (33.7 £ 16.5 mg/dl) y no presento ninguna

interrelacion con el colesterol del plasma (124.9 + 27.3 mg/dl) (Jordaens et al., 2017).

Los triglicéridos son sustancias de reserva y pueden almacenarse en la sangre en grandes
cantidades (Couto, 2010) y sus valores varian segun la especie. Los niveles presentan una
disminucion significativa luego dela fertilizacion y la primera escision en bovinos (Ferguson
y Leese, 1999). En bovinos, el rango de triglicéridos post ovulacién en el FO (43.8 +20.6
mg/dl) es 3 veces mayor a la del plasma (16.5 + 6.4 mg/dl) (Jordaens et al., 2017).



2.3.5.3 Proteinas totales y albiumina

Una mezcla compleja de proteinas estd presente en el FO, algunas provienen del trasudado
sérico y otras dela secrecion delepitelio oviductal que estd regulado por cambios hormonales

(Buhi, 2000). Sin embargo, sus concentraciones son menores a las observadas en el suero
(Ménézo et al., 2015).

En el FO encontramos proteinas que mejoran la viabilidad, motilidad y promueven la
capacitacion de los espermatozoides (Kumaresan et al., 2005). Al menos 32 proteinas que se
sintetizan o secretan en el oviducto son alteradas por la presencia de gametos y en una mayor

proporcion por los espermatozoides (Gergiou et al., 2005).

Las proteinas de mayor cantidad en el FO son: albimina sérica, oviductina (OVGP1),
proteinas de choque térmico (HSP90B1, HSP9OAB1, HSP9OAA1, HSPAS, HSPAIB,
HSPAS), anexinas (ANXA1, ANXA4), subunidades de tubulina (TUBBS5, TUBA4A),
complemento C3 y miosinas (MYH9, MYH14). También se encuentra una alta proporcion
de reguladores metabdlicos, enzimas, componentes de la matriz extracelular y factores de

crecimiento que intervienen en el desarrollo embrionario (Saint-Dizier et al., 2019).

La albumina probablemente sea la de mayor importancia y la mds abundante, como se ha
reportado en el FO de bovinos (Nina, 2021). Tiene la capacidad de unir lipidos (Ehrenwald
et al., 1990), péptidos (Ménézo y Khatchadourian, 1986) o catecolaminas (Khatchadourian
et al., 1987) y es considerada un factor principal en la capacitaciéon espermatica de los
mamiferos porque induce la liberacion del colesterol de la membrana espermatica para

continuar con la reaccion acrosomal (Abou-haila and Tulsiani, 2009).

2.4 Utero

2.4.1 Anatomia

El utero de alpacas esta compuesto por dos cuernos, cuerpo, cérvix y tiene apariencia de Y.
Los cuernos miden aproximadamente 7.5 cm de largo (Sato y Montoya, 1990) y 3.01 cm de

diametro (Bravo y Sumar, 1989). El cuerno uterino izquierdo (CUI) es de mayor tamafio que
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el cuerno uterino derecho (CUD) y se marca mds esta desigualdad en las hembras multiparas

porque el 98 % de las gestaciones se producen en el CUI (Fernandez-Baca et al., 1973).

El cuerpo delutero es la uniéon de ambos cuernos que presenta forma cilindrica, ligeramente

aplanada dorso ventralmente y mide aproximadamente 1.5 cm de largo y unos 2 cm de

didmetro (Sato et al., 1986).

El cérvix constituye la parte caudal del dtero que se une a la vagina y esta formado por tres
a cuatro pliegues anulares del miometrio (Sato ef al.,, 1986) y presenta una longitud en medio
de 2y 5 cm. La magnitud de que se abra o se cierra estd bajo control endocrino, de tal forma

que su luz se agrande en el celo para la copula y en animales prefiados se estreche para el

cuidado del feto (Sato y Montoya, 1990).

2.4.2 Epitelio uterino

El dtero de alpacas presenta una capa externa serosa o de perimetrio, una capa intermedia
muscular o0 miometrio y la membrana mucosa o endometrio. El miometrio es bastante grueso
y estd formado por el muasculo liso que incluye una capa interna circular y una capa externa

longitudinal (Zegarra, 2014).

En alpacas el endometrio es de tipo cilindrico simple con nucleo circular basal con zonas
de invaginacién que forman las nuevas glandulas endometriales. Las glandulas que se ubican
en las zonas mds superficiales, estdn separadas entre si y presentan lumen glandular. El
epitelio glandular es de tipo cilindrico simple alto con nticleo circular con posicién basal
generalmente (Ldpez et al., 2014). La funcidn del epitelio glandular es transportar, sintetizar
y secretar enzimas, proteinas, iones, glucosa, citoquinas, factores de crecimiento, hormonas,

entre otras sustancias (Forde et al., 2013).

El perimetrio estd formado por tejido conectivo laxo y revestido internamente por un
epitelio escamoso simple, con vasos sanguineos, vasos linfaticos y fibras nerviosas
(Samuelson, 2007).
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2.4.3 Importancia y formacion del fluido uterino

El fluido uterino (FU) brinda una nutricién continua al embrién antes que se produzca la
implantacion y permite el intercambio de factores de sefializacion vitales para su crecimiento.
Estd formado por el trasudado de suero sanguineo y de secreciones del epitelio glandular y

luminal del endometrio (Drews et al., 2018).

Salamonsen et al. (2013) menciona que el FU puede considerarse como un reflejo de los
componentes del endometrio o el embridn, que posiblemente intervenga en la comunicacién

materno-embrion.

El FU esta controlado por las hormonas endocrinas y las locales relacionadas con la etapa
reproductiva y el estado de la prefiez (Forde et al., 2014). Cuando hay una influencia del
estradiol en la etapa reproductiva, se aumenta el nimero de mitosis y el endometrio se
engrosa, el epitelio nuevamente recubre todala superficie endometrial, aumenta el nimero
de células ciliadas y los vasos sanguineos también incrementan (Li et al., 1988). Asi mismo,
se estimula la sintesis y el aumento de la concentracion de los receptores de estrogeno y de
progesterona. Cuando los niveles de progesterona predominan, se induce la sintesis y
secrecion de proteinas (Bazer et al., 2010). Se producen cambios endometriales desde una
arquitectura proliferativa a una secretoria, con maxima secrecion durante el periodo de

receptividad embrionaria y se regula la expresion de numerosas proteinas (Argafaraz et al.,
2014).

En las camellas, no prefiadas que fueron sacrificadas, solo aspiraron de 20-40 ul de fluido
uterino (Swelum et al., 2020) y en bovinos con aspiracion in vivo de 10-400 ul por animal

(Velazquez et al., 2010).

2.4.4 Composicion bioquimica fluido uterino

El FU est4 formado por una mezcla compleja de proteinas, aminodcidos, azdcares, iones y
lipidos. Se produce una variacion del volumen y de su composicion bioquimica durante la

fase reproductiva y suele aumentar con la presencia de gametos y el embrién (Forde et al.,
2014; Cuadro 2).
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Cuadro 2. Composicion bioquimica del FU de mamiferos no gestantes

Caballo Bovino Ovino Porcino

Glucosa (mg/dl) 51.17-106.6  0.36-0.72 20.0+11.6 184 +7.2
PT (g/dl) 59-14 7.20 £0.44 45+1.0 52+1.0

Albimina (g/dl) 04-33 0.88 +£0.10 - -

(Carlson et al., 1970; Iritani et al., 1974; Tunén et al., 1998; Alavi et al., 2006)

2.4.4.1 Glucosa

La glucosa es uno de los sustratos energéticos importantes y su concentracion es baja
durante el desarrollo embrionario temprano, pero aumenta considerablemente en la etapa de
blastocisto en bovinos (Hugentobler et al., 2008). Los niveles aumentan conforme avanza la

prefiez temprana para cubrir la demanda energética (Lane and Gardner, 2007).

En bovinos se reportd que no hay una asociacion entre las concentraciones sistémicas de

progesterona o estradiol y la concentracion de glucosa en el FU (Hugentobler et al., 2008).

Arganaraz et al. (2014) realizé la primera evaluacion bioquimica del FU en alpacas, en el
cual evaluo los niveles de glucosa en animales no prefiadas (CUD: 0.67 + 0.58 mg/dl y CUI:
0.33+ 0.58 mg/dl), prefiadas con 5 semanas de gestaciéon (CUD: 0.50 + 0.09 mg/dl y CUI:
1.00 + 0.00 mg/dl) y prefiadas con 9 semanas de gestacion (CUD: 1.50 +0.71 mg/dl y CUIL
3.00 £ 1.41 mg/dl) y reporté que hay una variacién en la concentracion de glucosa conforme

avanza los dias de gestacion, donde los valores eran mayores en el cuerno uterino izquierdo.

2.4.4.2 Lipidos: Colesterol y triglicéridos

Los lipidos brindan una reserva de energia potencial al ovocito y al embrién temprano y

son muy importantes en especies con un largo periodo de preimplantaciéon (Ambruosi et al.,
2009).
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Los 4cidos grasos (AG) aportan energia, influyen en las propiedades de la membrana
celular y apoyan de manera importante en el ovocito y en el desarrollo del embriéon (Drews

et al., 2018).

Otros sustratos energéticos como los triglicéridos y colesterol fueron analizados en el FU
de alpacas. Los niveles de triglicéridos en animales no prefiadas (CUD: 1.67 £ 1.15 mg/dl y
CUI: 0.50 + 0.65 mg/dl), con 5 semanas de preiiez (CUD: 0.33 + 0.58 mg/d]l y CUI: 2.50 +
2.38 mg/dl) y con 9 semanas de prefiez (CUD: 0.50+0.71 mg/dl y CUI: 1.50 £ 0.71 mg/dl),
no presentaron diferencias entre los grupos y los niveles de colesterol no fueron detectados
(Arganaraz et al., 2014). Este nivel minimo no detectado posiblemente se produjo por el

intercambio del colesterol entre tejido y plasma, como se reportd en ratones (Ozegbe, 2005).

2.4.4.3 Proteinas totales y albiumina

La composicion total de proteinas en el FU no estd bien definida, pero incluye enzimas,
factores de crecimiento y citoquinas (Forde er al., 2014) y existe un aumento de su
concentracion cuando los niveles de progesterona ascienden en la etapa reproductiva (Mullen

et al.,2012).

Existen numerosos factores que el endometrio secreta a su luz, que son muy importantes
para el correcto desarrollo del embrion. El factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1
(IGF-I), secretado en forma endocrina por el higado, pero también paracrina por el ttero, es

uno de los factores que podria estimular el desarrollo embrionario directamente, o

indirectamente, estimulando la secrecién endometrial (Wathes et al., 1998).

En bovinos se han reportado valores de PT en el FU en todaslas etapas del ciclo estral, pero
fueron superiores a los niveles de PT en suero y era mas evidente en el proestro y estro. Esto

puede deberse a un alto flujo sanguineo en el ttero durante estas fases (Alavi et al., 2006).

Se reportaron valores de protefna total en alpacas no prefiadas y con 5 0 9 semanas de
gestacion. Conforme aument6 el tiempo de gestacion, los niveles eran mayores y se encontrd
variaciones en el CUD y el CUI, que posiblemente puede estar asociado a la capacidad del

CUI para mantener la prefiez. Asi mismo, las diferentes proteinas que identificaron cumplen

14



las funciones inmunoldgicas, glicolisis, angiogénesis y proteccion contra el estrés oxidativo
(Arganaraz et al., 2014).

La albimina es una fuente de aminodcidos para el tejido, regula la presion osmotica coloidal
y transporta una amplia gama de iones y moléculas. El FU tiene en su composicion altos
niveles de albumina, lo que mejora en el desarrollo embrionario del bovino, protegiéndolo
desustancias toxicas y aportando los factores de crecimiento a ciertas hormonas (Nina, 2021)

y en bovinos se han reportado valores inferiores a los del suero (Alavi et al., 2006).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de estudio

El siguiente estudio se desarrollé en 4 lugares diferentes:

Coleccion del fluido oviductal (Dia 3): Se realiz6 durante los meses de noviembre
y diciembre del afio 2018. La crianza y empadre delos animales se realizé en el Fundo
Buenos Aires, ubicado a 3900 m s.n.m. 15°31°de latitud sury 70°18” longitud oeste,

en el distrito de Cabanillas, provincia de San Roman, departamento de Puno.

La obtencién del 6rgano reproductor femenino, coleccion del fluido oviductal y la
evaluacion de la calidad embrionaria, se desarrolld en las instalaciones del centro de
sacrificio la Pampa, ubicada en Juliaca, provincia de San Romédn, departamento de

Puno.

Coleccion del fluido uterino (Dia 6): Se realizé durante los meses de junio y julio
del afio 2019. La crianza, empadre, coleccion del fluido uterino y la evaluacién de la
calidad embrionaria se realiz6 en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
seccion de Biotecnologia Reproductiva (12°04° de latitud sur y 76°59° longitud oeste

y a 191 m s.n.m.).

Analisis bioquimico de los fluidos del oviducto y ttero: Las muestras fueron
procesadas en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Andina Néstor Caceres Velasquez de la ciudad de Juliaca, provincia de San Romaén,
departamento de Puno (16°05’ de latitud sur y 69°38” longitud oeste y a 3825 m

S.n.m.).
16



3.2 Animales

Para el experimento se emplearon 24 alpacas de raza Huacaya, hembras, adultas entre 4 a
6 afios de edad, sin cria al pie, que presentaban buena salud general y condicion corporal

entre 3y 3,5.

También se emplearon 8 alpacas machos de raza Huacaya y entre 4 a 5 ainos de edad, con

descendencia registrada y en buenas condiciones de salud, con condicion corporal entre 3 y

3,5 para realizar el empadre de las 24 alpacas.

3.3 Metodologia

3.3.1 Fase pre experimental

Para la coleccion del plasma seminal, se realizé la coleccion del semen mediante una vagina
artificial adaptada de ovino a 4 alpacas adultos machos, con una frecuencia de 2 veces por
semana, desde dos meses antes del inicio de la fase experimental. El eyaculado obtenido fue
mezclado en una proporcion 1:1 con Fosfato Buffer Salina (PBS) y se procedi a centrifugar
a 3000 rpm por 20 minutos. Se evalué con la ayuda de un microscopio la ausencia de
espermatozoides y si existieran, se procedia a una nueva centrifugacion. Posteriormente, el
sobrenadante fue colectado en tubos falcon de 15 ml, haciendo un pool de todos los
eyaculados del diay se agregé Gentamicina (10ul/10mL) y se llevé a congelacién a -20°C

hasta su uso (Mamani et al., 2016).
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3.3.2 Fase experimental

El dia 0 se procedi6 a realizar una ecografia transrectal (Aloka SSD 500 con transductor
lineal modo B) en las 24 alpacas de raza Huacaya preseleccionadas, para determinar si las
hembras estaban aptas para ser servidas (foliculo pre ovulatorio >7 mm). Las alpacas con un
foliculo >7 mm fueron empadradas y asignadas (n=4) aleatoriamente a los grupos deestudio,

para luego proceder a la aplicaciéon via IM del tratamiento respectivo (Cuadro 3).

Los tratamientos fueron: plasma seminal a una dosis de 1 ml, hCG a una dosis de 1000 UI

y fosfato buffer salino (PBS) a dosis de 1 ml (grupo control).

Grupos experimentales

Ti1 (n=8): Control: monta natural + 1 ml PBS
T> (n=8): monta natural +1000 UI hCG
T3 (n=8): monta natural + 1 ml de PS

Los grupos experimentales fueron para los animales del dia 3 (oviducto) y para el dia 6

(dtero).

Cuadro 3. Distribucién de grupos experimentales

Grupos experimentales

Ty T, Ts TOTAL
Oviducto (3er dia) 4 4 4 12
Utero (6to dia) 4 4 4 12
Total 8 8 8 24

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con las normas y condiciones
establecidas por el Comité de Etica y Bienestar Animal (CEBA) de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la UNMSM.
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3.3.2.1 Lavado de oviducto y recuperacion de embriones

Las 12 alpacas seleccionadas fueron empadradas (Dia 0) por 15 minutos e inmediatamente

se aplicé el tratamiento respectivo (PBS=4, hCG=4 y PS=4) via IM para cada animal.

Beneficio del

Empadre y aplicacion i1 y lavado Evaluacién de la

del tratamiento del oviducto composicion
’ bioquimica
T1=4-PBS Dia 3

T>=4-hCG ‘1’ ‘1’ ‘1’

T3=4-PS \l, \L \l,
I I I I ................................. I .................................................... I

\ -2 -1 ,Dia 0 Dia 3
Ecografias Foliculo >7mm \L

Coleccion del fluido
oviductal y evaluacion de la
calidad embrionaria

Figura 2. Evaluacion del fluido oviductal y calidad embrionaria al dia3

Inmediatamente después del sacrificio, se colectd el tracto reproductivo (Dia 3) y se
procedi6 a separar el oviducto. El lavado se realizé a nivel del oviducto ipsilateral al CL
(Cervantes et al., 2011). Para ello se utilizé 5 ml de PBS a 37°C y se aplicé a nivel de la
unidn utero tubal, recuperandose el liquido por el extremo opuesto en una placa Petri estéril

grande y se llevo al estereoscopio para la bisqueda del embrion.
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Luego de la busqueda del embrion, el fluido colectado fue centrifugado a 3000 r.p.m. por
10 minutos para separar los restos celulares. El sobrenadante, en el menor tiempo posible,
fue colocado en crioviales de 2 ml y almacenado en nitrégeno liquido hasta su anélisis

bioquimico.

3.3.2.2 Lavado uterino y recuperacion de embriones

Las 12 alpacas seleccionadas fueron empadradas (Dia 0) por 15 minutos e inmediatamente
se aplicé su tratamiento respectivo (PBS=4, hCG=4 y PS=4) via IM para cada animal. Para
poderrealizar el lavado del ttero al 6to dia post tratamiento, se registré primero la ovulacién
de los animales mediante ecografia.

Empadre y aplicacion del

tratamiento Evaluacion de la
Dia 0 Lavado uterino composicion
; bioquimica
‘ Dia 6 e

T1=4-PBS

T2:4—hC(I} ‘1’ ‘1’ ‘l’

T3=4-PS
I (N I .................................... I
I I I |
. -2 -1 ,Dia0 Dia 6
Ecografias ,
Foliculo >7mm \l/

Coleccion del fluido uterino
y evaluacién de la calidad
embrionaria

Figura 3. Evaluacion del fluido uterino y calidad embrionaria al dia 6
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El lavado uterino (Dia 6) fue por método no quirdrgico y se empled la anestesia a nivel del

espacio sacro-coccigeo (2 ml de Lidocaina al 2 %).

Se procedio a realizar ellavado del CU ipsilateral al CL, mediante flujo discontinuo descrito
en bovinos (Palma, 2008), empleando una sonda Foley de 2 vias (N° 18, AB Technology).
Se insuflé 10 a 12 ml de aire, para asegurar perdida del medio de lavado. Luego se procedi6
a lavar el cuerno ipsilateral al CL con 80 ml de PBS, aplicados en forma creciente y
recuperando el contenido. La solucién recuperada se colocaba en el filtro EmCon (Agtech

Inc.), para facilitar la separacién del embrion.

Se procedid a colectar los 10 ml iniciales del lavado uterino, luego de la busqueda del
embrion y fue centrifugado a 3000 r.p.m. por 10 minutos para separar los restos celulares. El
sobrenadante, en el menor tiempo posible, fue colocado en crioviales de 2 ml y almacenado

en nitrégeno liquido hasta su andlisis bioquimico.

3.3.3.3 Evaluacion de la calidad embrionaria en el estereoscopio

La solucién colectada del oviducto (Dia 3) se llevé al estereoscopio NIKON SMZ645 y se
procedid a realizar la bisqueda del embrion. Luego de identificar al embrién, se traslad6 a
una placa Petri pequefia (35x10mm) con solucién de PBS a temperatura de 37°C para evaluar

la etapa de desarrollo embrionario y calidad.

La solucion obtenida del ttero (Dia 6), se colocé en el filtro EmCon con el fin de facilitar

la separacion del embrién y se procedid a colocar en una placa Petri para realizar la bisqueda

del embrion por medio del estereoscopio.

La etapa de desarrollo embrionario fue clasificada de acuerdo al nimero de células o
blastémeras, para embriones tempranos (Picha et al., 2013), considerandose de buena calidad

cuando concuerden con el diay estadio de desarrollo.
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3.3.3.4 Analisis bioquimico

Las muestras de fluido oviductal y uterino fueron descongeladas para proceder al andlisis
bioquimico, determindndose los niveles de glucosa, proteina total, albimina, triglicéridos y
colesterol, a través de Kits comerciales (FAR Diagnostics, Italia) especificos para cadauno
de ellos, siguiendo las indicaciones del fabricante (Anexo 2). La lectura se determind

utilizando un analizador bioquimico semiautomatico URIT-810.

El procedimiento consisti6 en depositar 1 ml del reactivo y 10 ul de muestra (de fluido
oviductal o uterino) en un tubo de ensayo de 3 ml y esta mezcla se incub6 por 5 minutos a

37°C. Finalmente, el analizador bioquimico aspiro el contenido y se realizé la lectura de los

resultados, con 3 repeticiones.

En este estudio no se usé factores de dilucidn, en base a diferentes investigaciones en

mamiferos (Velazquez et al., 2010; Drews et al., 2018).

3.4 Analisis estadistico
El andlisis estadistico de los valores obtenidos se realizé con el programa SPSS statistics
version 22, verificando previamente que los valores presenten una distribucion normal.

El analisis de varianza (ANOV A) de un solo factor, se utiliz6 para comparar las medias de

los tratamientos (PBS, hCG y PS) por cada componente bioquimico del FO y del FU.

En el caso de los resultados de colesterol del FU no presentaron una distribucion normal y

se realizé la prueba de Kruskal Wallis para muestras independientes.

Los datos obtenidos de la composicidn bioquimica del FO y FU, respectivamente con PBS,

hCGy PS, fueron representados con media aritmética y desviacion estdndar.

El nivel de significancia empleado para el anélisis de los resultados fue de p<0.05.
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IV. RESULTADOS

4.1 Efecto de la aplicacion de PBS, hCG y PS sobre la composicion bioquimica del

fluido oviductal al 3er dia post cépula.

El cuadro 4 muestra la composicién bioquimica obtenidaen cada grupo experimental (Ti,
T2y T3) del FO al 3er dia post copula.

En los valores de glucosa, proteina total, albumina, triglicéridos y colesterol no se encontrd
una diferencia significativa entre los inductores de ovulacién en el FO.

Ciertamente, los resultados eran variados en algunos casos, pero estadisticamente no se

encontrd diferencia entre los grupos.

Cuadro 4. Valores de glucosa, proteina total, albiimina, triglicéridos y colesterol en el

fluido oviductal segiin su grupo experimental

Componente Bioquimico

Grupo
experimental Glucosa PT Albimina  Triglicéridos  Colesterol
mg/dl g/dl g/d1 mg/dl mg/dl
T, 62.28 + 12.01 096+0.19 047+£0.09 13.83+5.76 13.85+3.56
T, 75.09 £5.74 1.08 £0.28 0.53+£0.12 15.3+9.79 16.4 £5.61
Ts 77.73 £9.22 1.34 £0.33 0.59 £0.1 1753 +9.42  18.6 £6.38
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4.2 Efecto de la aplicacion de PBS, hCG y PS sobre la composicion bioquimica del

fluido uterino al 6to dia post cépula.

El cuadro 5 muestra la composicion bioquimica obtenidaen cada grupo experimental (Ti,

Tz y T3) del FU al 6to dia post cépula.

Las concentraciones de glucosa, proteina total, albimina, triglicéridos y colesterol no

difirieron significativamente entre los inductores de ovulacién en el FU. Los resultados

fueron un poco variados, pero no se encontré una diferencia significativa entre los grupos.

Cuadro 5. Valores de glucosa, proteina total, albimina, triglicéridos y colesterol en el

fluido uterino segun su grupo experimental

Componente Bioquimico

Grupo
experimental Glucosa PT Albumina Triglicéridos  Colesterol
mg/d1 g/dl g/dl mg/d1 mg/dl
T, 46.13 £4.36 1.09+£022 057+£0.17 14.75+8.04 12.89 +1.65
T, 49.71+£ 5.88 1.02+£038 044+0.15 10.54+1043 12.83+1.48
T; 53.16 £4.37 1.16£033 046+0.08 13.8+7.86 1547+4.02
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4.3 Efecto de la aplicacion de PBS, hCG y PS en el desarrollo embrionario al 3er dia

post copula.

El cuadro 6 muestra los resultados obtenidos de 12 embriones en total. El desarrollo
embrionario en los grupos: Ti (n=4): 3 embriones con 4 blastomeras y 1 embrién con 6
blastémeras; T2 (n=4): 2 embriones con 6 blastomeras y 2 embriones con 8 blastomeras; T3

(n=4): 1 embrién con 6 blastémeras y 3 embriones con 8§ blastdmeras.

Cuadro 6. Desarrollo embrionario al dia 3 segtin su grupo experimental

Desarrollo embrionario

Grupo
NOde embriones (porcentajes)
experimental
4 blastomeras 6 blastomeras 8 blastémeras Total
Ty 3 (75%) 1 (25%) 0 (0%) 4 (100%)
T, 0 (0%) 2 (50%) 2 (50%) 4 (100%)
T; 0 (0%) 1 (25%) 3 (75%) 4 (100%)

4.4 Efecto de la aplicacion de PBS, hCG y PS en la calidad embrionaria al 6to dia post

copula.

Luego de la coleccion del fluido uterino y de realizar una bisqueda minuciosa en el fluido,

no sé logro encontrar a ninglin embrién al dia 6.

25



V. DISCUSION

Esta investigacion nos permitié evaluar la composicion bioquimica del FO y del FU y el
estado de desarrollo embrionario con dos inductores de ovulaciéon (hCG y PS), al 3er y 6to

dia post copula en alpacas.

Los fluidosdel oviducto y del atero son fundamentales para la reproduccion, porque brindan
el ambiente necesario para la maduracién de los gametos, la fecundacion y el desarrollo
embrionario antes de la implantacion (Velazquez et al., 2010). El epitelio del oviductoy del
utero sintetizan estds secreciones y su formacion estd controlada por la progesterona y el

estradiol (Drews et al., 2018), aun cuando no se ha demostrado el mecanismo de control
(Saint-Dizier et al., 2019).

El uso de dos inductores de ovulacion, PS y hCG, adicionales a la c6pula, buscaba evaluar
su efecto sobre la composiciéon bioquimica del fluido oviductal, uterino y el desarrollo
embrionario temprano. El uso de hCG en protocolos de superovulacion, provoca un aumento
del nimero de glandulas endometriales (Lopez et al., 2014) y esto podria provocar una mayor

actividad secretoria en el tteroy en el caso del oviducto atin no se han descrito cambios.

En el caso del PS, se sabe que el B-NGF presenta un efecto luteotréfico y en llamas se asocia
a un aumento de la vascularizacion de CLy con ello brinda una mayor secrecién de
progesterona en comparacion a la GnRH (Silva et al., 2017) y con ello se podria inferir que
el PS tendria un control indirecto en la secrecion del FO y FU que estd bajo el control de la
progesterona. Ademas, el FIO del PS actua indirectamente en la concentracion periférica de
estradiol (Silva et al., 2020) y este estrogeno también interviene en el control de la formacién
de estos fluidos reproductivos. Cabe mencionar que cuando los animales son empadrados se

absorbe el FIO del PS del macho y su accién es via sistémica (Panez et al., 2009).
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Quispe et al. (2019) demostr6 que las gonadotropinas FSH, LH afectan positivamente a la
maduracion de ovocitos in vitro, repercutiendo en el clivaje de embriones de alpacas y de
igual manera la hCG y el PS también podrian intervenir en estos procesos, pero se necesitan

mayores investigaciones.

En los resultados de esta investigacion no se encontrd una diferencia significativa entre los
grupos experimentales (T1, T2 y T3) en el FO, FU y se report6 una tasa de ovulacion del 100
%. Sin embargo, se encontraron mayores concentraciones en los componentes bioquimicos
de los fluidos reproductivos y una mejor calidad embrionaria en los grupos con PS y hCG,

basado en las etapas de desarrollo embrionario al dia 3 (Picha et al., 2013).

En base a los resultados, es posible que la aplicacién de una segunda dosis de PS pueda
contribuir a obtener embriones en etapa temprana, de mejor calidad, basado en el ndmero de
blastémeras. Por tanto, el embrién podria llegar con mejor desarrollo al dtero y ser capaz de

producir la sefial de RMP respecto a otro embrion de menor desarrollo embrionario.

Existe una gran variabilidad en las concentraciones de los componentes bioquimicos del
FO o FU en diferentes estudios para una misma especie. Esto puede estar asociado a los
diferentes métodos de coleccidn, que incluye la aspiracion in vivo o ex vivo de FO o FU de
los tractos genitales, la canulacién crénica o aguda de oviductos o utero in situ, los lavados
con medios acondicionados o cultivo de las células epiteliales (Saint-Dizier et al., 2019). Por
ello se necesitan nuevas metodologias experimentales para poder respaldar estos estudios,
porque existen numerosos protocolos para la coleccion deestos fluidos y es un desafio debido

a las limitaciones éticas y técnicas.

5.1 Composicion bioquimica del FO al 3er dia post cépula

En los animales donde se evalué la composicién bioquimica del FO pasaron por un proceso
de ayuno y de estrés porque eran destinadas para el consumo de carne y posiblemente estos

factores alteraron nuestros resultados (Saint-Dizier et al., 2019).
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Los valores hallados para glucosa en el FO no indican una diferencia significativa entre los
grupos experimentales. Sin embargo, en los grupos Tz y T3 presentaron valores un poco mas
elevados (Ti: 62.28 £ 12.01 mg/dl, Tz: 75.09 £ 5.74 mg/dl y T3: 77.73 £ 9.22 mg/dl). Los
resultados fueron un poco més elevados a los reportados en bovinos que también se realizé
post ovulacion, pero estos resultados eran variados (43.2 +30.2 mg/dl) e incluso solo usaban
200 ul de medio de lavado (Jordaens et al., 2017). De igual manera, son superiores a los
resultados reportados post ovulacién en ovinos (28.5 £ 0.5 mg/dl) donde hacian uso de
canulas para aspirar el FO (Hamner, 1971). En alpacas no gestantes (control), con foliculos
menores a 7 mm (65 + 4.7 mg/dl) también reportaron valores bajos, pero hubo una mayor
diferencia cuando tenian una gestacion de 34 a 37 dias (25 + 1.4 mg/dl ipsilateral al CL) e
inclusive en su metodologia solo aspiraba el FO (Apichela et al., 2015). Esta variaciéon podria
estar asociado al lado de ovulaciéon o en el oviducto se metabolizan a otros sustratos
energéticos, pero se requieren mayores investigaciones. Esta fase de la investigacidon se
desarroll6 en época himeda y se ha reportado que los niveles de glucosa en sangre
incrementan durante este tiempo (Siguas et al., 2007) y con ello se podria inferir que los
niveles de glucosa en el FO también pudo verse afectado porque estd formado de un

trasudado sérico (Saint-Dizier et al., 2019).

Los resultados obtenidos de triglicéridos entre los grupos experimentales no presentaron
diferencias significativas (T1: 13.83 = 5.76 mg/dl, T2: 15.3+ 9.79 mg/dl y T3: 17.53 +£9.42
mg/dl) y cabe mencionar que son sustancias de reserva y se pueden almacenar en grandes
cantidades en la sangre (Couto, 2010). En los bovinos se han reportado mayores valores de
triglicéridos en el FO (43.8 £ 20.6 mg/dl) post ovulacién, sin embriones (Jordaens et al.,
2017) y nuestros resultados bajos podrian estar asociados a la fecundacion y la primera

escision, como sucede en bovinos (Ferguson y Leese, 1999).

Los lipidos son una fuente potencial de energia que se acumulan tanto en el ovocito y en el
embrion, que tienen roles claves en la proliferacion y diferenciacion celular (Saint-Dizier et
al., 2019) y su secrecion es mayor cuando aumentan las concentraciones de progesterona
(Mokhtar, 2015) y al estar compuesto el FO por un trasudado sérico también podria alterarse

por los factores que varian los niveles de lipidos en sangre de alpacas.
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Los valores hallados para colesterol entre los grupos experimentales no presentaron
diferencias significativas, a pesar de que los valores encontrados en los grupos T2 y T3 fueron
mayores (Ti: 13.85 +£3.56 mg/dl, T2: 16.4+5.61 mg/dl y T3: 18.6 £ 6.38 mg/dl). El colesterol
es importante porque es un precursor de las hormonas esteroideas que estédn relacionadas con
la formacién del FO (Pineda, 1989). En bovinos se han reportado valores superiores post
ovulacion, sin embrion (33.7 +£16.5 mg/dl) y esto podria estar asociado por la fecundacion y
la primera escision, como sucede en los triglicéridos de bovinos (Ferguson y Leese, 1999).
Aun no se han reportado valores anteriores decolesterol en el FO de CSA, porello se requiere

mayores investigaciones.

Las concentraciones de proteina total entre los grupos experimentales no presentaron
diferencias significativas. Sin embargo, los valores encontrados en los grupos Tz y T3 fueron
mayores (T1: 0.96 £ 0.19 g/d1, T2: 1.08 + 0.28 g/dl y en T3: 1.34 + 0.33 g/dl). En porcinos los
resultados post ovulacion fueron mayores (1.68 + 1.23 g/dl), pero no presentaban embriones
y colectaban el FO por aspiracion (Carrasco et al., 2008). En alpacas no gestantes, con
foliculos menores a 7 mm (4.67 £0.33 g/dl) y con 34-37 dias (4.34 £ 0.72 g/d1) o 60-64 dias
de gestacion (5.00 + 0.58 g/dl) (Apichela et al., 2015) presentaron valores superiores y esto
conlleva a mayores investigaciones, porque los niveles de proteina varian de acuerdo a los
cambios hormonales (Bazer et al., 2010). Pese a ello, nuestros resultados fueron menores y
puede estar asociado a la diferente metodologia de recoleccién empleada (Saint-Dizier et al.,

2019) o al tiempo de gestacion, pero es necesario mayores estudios.

En los valores de albimina de los grupos experimentales no se observé diferencias
significativas entre ellos (Ti: 0.47 +0.09 g/dl, T2: 0.53 £0.12 g/dl y T3: 0.59 = 0.1 g/dl) y
sus niveles entre los grupos fueron similares. Apichela et al. (2015) reporté mayores niveles
de albiimina en alpacas no prefiados (2.23 + 0.18 g/dl) y esta diferencia puede estar asociada
a la capacitacion espermatica (Abou-haila and Tulsiani, 2009) que pudo haber disminuido
nuestras concentraciones de albimina. Nuestros niveles fueron muy similares a los valores
de alpacas con 34-37 dias de gestacion (0.50 + 0 g/dl) y con 60-64 dias de gestacion (0.45 +
0.03 g/dl) (Apichela et al., 2015), pese a la diferente metodologia y esto podria ser por el tipo
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de alimentaciéon o por la importancia de otras proteinas en alpacas, pero requiere mayores

estudios.

5.2 Composicion bioquimica del FU al 6to dia post copula

En los niveles de glucosa de los grupos experimentales no se encontrd diferencias
significativas entre ellos (T1: 46.16 £ 4.36 mg/dl, Tz: 49.71 £ 5.88 mg/dl y T3: 53.16 + 4.37
mg/dl). Los valores reportados en alpacas no prefiadas, con foliculos menores a 7 mm (0.33
+ 0.58 mg/dl) y con 9 semanas de gestaciéon (3.00 £ 1.41 mg/dl) (Arganaraz et al., 2014) son
menores a nuestros resultados, pese a que usaron 5 ml de PBS para el lavado de cada CU,
pero sus animales pasaron por un proceso de ayuno y su coleccién del FU fue post mortem,
por ello es probable que sus niveles sean menores. Los niveles de glucosa post ovulacion en
porcinos (18.4 + 7.2 mg/dl) que fueron canulados para la coleccién del FU (Iritani et al.,
1974) fueron menores a nuestros resultados y estas diferencias pueden estar asociadas a la
metodologia o a la misma especie. Asi mismo, es importante mencionar que probablemente
los niveles de glucosa al 6to dia post copula son bajos porque se metabolizan a otros sustratos
energéticos como el lactato o piruvato (Saint-Dizier et al., 2019), pero luego aumentan estas

concentraciones para cubrir la demandaenergética de la gestacion (Lane and Gardner, 2007).

En este estudio se reporta que las concentraciones de triglicéridos entre los grupos fueron
variables, pero no existen diferencias significativas entre ellos. Presentaron niveles para los
grupos de Ti: 14.75 + 8.04 mg/d1, T2: 10.54 £ 10.53 mg/dly T3: 13.8 £ 7.86 mg/dl. También
se han reportado resultados en alpacas no gestantes (0.50 + 0.65 mg/dl) y con 5 semanas de
gestacion (2.50 + 2.38 mg/dl), pero sus concentraciones eran variables entre los grupos
(Arganaraz et al., 2014) y son menores a nuestros resultados, probablemente por su

metodologia o el tipo de alimentacion, pero es probable que requieran de otros sustratos

energéticos, como los dcidos grasos (Drews et al., 2018) previo a la implantacion.

En el caso del colesterol se encontraron concentraciones en los grupos de Ti: 12.89 + 1.65
mg/dl, T2: 12.83 + 1.48 mg/dl y Ts: 15.47 £ 4.02 mg/dl), pero no se observa una diferencia
significativa entre ellos. Argafaraz et al. (2014) también intento determinar niveles de

colesterol en el FU de alpacas, pero sus niveles no fueron detectados, porque posiblemente
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fueron tan bajos que no se logré cuantificar. Es importante mencionar que los lipidos han
sido poco investigados (Ménézo et al., 2015). Sin embargo, el FU estd formado por un
trasudado de suero sanguineo (Drews et al., 2018) y los valores de colesterol en suero
sanguineo de alpacas y llamas se encuentran entre 0-128 mg/dl, segin Fowler (1998), citado
por Siguas et al. (2007). Con ello se podria mencionar que los valores de colesterol en el FU

podrian ser menores a los de suero sanguineo en alpacas.

La concentracion de PT entre los grupos experimentales no presentd diferencias
significativas (T1: 1.09 £ 0.22 g/dl, T>: 1.02 £ 0.38 g/dly T3:1.16 + 0.33 g/dl). En bovinos,
los niveles de PT aumentan su concentracion cuando los niveles de progesterona ascienden
(Mullen et al., 2012) y posiblemente es de acuerdo a las necesidades del feto. Alavi et al.
(2006) report6 en bovinos valores superiores en todas sus etapas del ciclo estral (Pro-estro:
9.30 £ 0.7 g/dl, Estro: 9.05 £ 0.74 g/dl, Meta-estro: 7.11 = 0.65 g/dl y Diestro:7.20 + 0.44
g/d1) y su coleccién del FU fue producto de raspados en el endometrio y esto pudo afectar las
concentraciones. En alpacas se reportaron valores en animales no prefiadas (616.67 £ 678.85
ug/l) y con 9 semanas de gestacion (1125.00 + 530.33 ug/l) (Arganaraz et al., 2014), pero sus
concentraciones eran menores a los nuestros y podria estar asociado a la coleccién post
mortem, técnica de colecta, ayuno, estrés, alimentacion, estado reproductivo o método de

conservacion de las muestras, pero es necesario mas estudios.

Los resultados de albimina entre los grupos experimentales no mostraron diferencias
significativas (Ti: 0.57 £ 0.17 g/dl, Tz: 0.44 £ 0.15 g/dl y T3: 0.46 £ 0.08 g/dl) y fueron
similares a los resultados del FO. Sin embargo, fueron menores a los valores reportados en
yeguas (0.4 - 3.3 g/dl) donde colectaron el fluido con tapones de humano y mencionan que
la edad puede influenciar en la composicion (Tunén et al., 1998). En bovinos se reporto
valores superiores en todas las etapas del ciclo estral (Pro-estro: 0.98 + 0.1 g/dl, Estro: 0.91
+ 0.52 g/dl, Meta-estro: 0.91 + 0.13 g/dl y Diestro: 0.88 £0.11 g/dl) y no presento diferencia
significativa entre ellas (Alavi et al., 2006), pero nuestros valores bajos podrian ser por una
inflamacion en el tejido (Thomas, 2000) o se podria sugerir que la albimina no se transfiere

facilmente a la luz uterina.
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5.3 Calidad embrionaria al 3er dia post cépula con inductores de ovulacion

En la investigacion se obtuvo una tasa de recuperacion embrionaria del 100 % al dia 3 con
los grupos experimentales (Ti, T> y T3). La etapa de desarrollo embrionario en los grupos,
T1: 3 embriones con 4 blastomeras (75 %) y 1 embrién con 6 blastomeras (25 %), Tz: 2
embriones con 6 blastémeras (50 %) y 2 embriones con 8 blastomeras (50 %), y T3: 1 embrion
con 6 blastomeras (25 %) y 3 embriones con 8 blastomeras (75 %). La variacion en el
desarrollo embrionario podria deberse a la variabilidad en el momento dela ovulacién y otros
factores que influyen en la velocidad del desarrollo (Picha et al., 2013). Asi mismo, con el
uso PS de alpacas se induce a la ovulacion a las 26 horas de su aplicacion IM (Huanca et al.,

2014) y con hCG también se presenta una mejor respuesta ovulatoria en comparacién con la

monta natural (Bravo et al., 1995) y posiblemente esto influyo en el desarrollo embrionario.

En base al criterio de calidad, basado en el desarrollo embrionario, se puede senalar que los
grupos Tz y T3 presentan un 50% y 75 % de embriones con etapas de mejor calidad al dia 3
respectivamente, en tanto que los embriones en el grupo Ti presentaron un 75% de buena
calidad. También se encontrd embriones con 6 blastémeras en el grupo T1 y T2, como ha sido
reportado en alpacas (Bravo et al., 1996), pero esta deficiencia demanda mayores
investigaciones. Recordemos que se requiere embriones con buen desarrollo y aptos para
superar la etapa del reconocimiento maternal de la prefiez (Campbell et al., 2017), y
embriones con deficiente desarrollo y, por consiguiente, de mala calidad, no van a tener

capacidad de superar la fase del reconocimiento maternal de la prefiez y posiblemente podria

explicar las perdidas embrionarias que suceden en los camélidos.

5.4 Calidad embrionaria al 6to dia post cépula con inductores de ovulacion

Al dfa 6 post copula no se logré encontrar a los embriones en los grupos experimentales Ti,
Tz y Ts. Diferentes investigaciones nos ayudan a determinar el dia aproximado que podemos
encontrar al embrién eclosionado en el ttero de alpacas (Cervantes et al., 2011; Picha et al.,
2013), pero no se sabe con claridad el momento exacto y los factores que pudieron alterar
esta migracion embrionaria en nuestro estudio. El descenso del embrién al ttero pudo verse

afectado por la variabilidad en el momento dela ovulacion en nuestros grupos experimentales
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y otros factores que influyen en la velocidad de desarrollo, asi como, edad de la hembra,
condicion nutricional, calidad espermatica y embrionaria (Picha et al., 2013) o posiblemente
podria haber ocurrido muerte embrionaria temprana porque los niveles de analitos fueron
bajos y esto no esté en relacion con el nivel de metabolismo que presenta el embriéon (Drews
et al., 2018). También es probable que existieran fallas en la aplicaciéon de la técnica de

recuperacion embrionaria.
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VI. CONCLUSIONES

No existen diferencias significativas al aplicar PBS, hCG y PS sobre los valores de
glucosa, proteina total, albumina, triglicéridos y colesterol en el FO al 3er dia post
cOpula.

No existen diferencias significativas al aplicar PBS, hCG y PS sobre los valores de
glucosa, proteina total, albimina, triglicéridos y colesterol en el FU al 6to dia post
cOpula.

Se registr6 que un 50% y 75% de embriones resultaron con mejor calidad de

desarrollo embrionario al dia 3, para los grupos con hCG y PS respectivamente.
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VII. RECOMENDACIONES

e Realizar una investigacion similar sin el efecto de la monta natural, con un mayor
nimero de muestra y utilizar otras técnicas de coleccion de los fluidos.

e Evaluar el nivel de progesterona y estradiol en una investigacion similar.
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Anexo 1: Embriones de 3 dias A. Embrion con 4 blastomeras B. Embrion con 6
blastomeras C. Embrion con 8 blastomeras

46



Anexo 2: Parametros de Kits comercial- FAR Diagnostics, Italia

Glucosa PT Albimina Triglicéridos Colesterol
Método Punto final Puntofinal Puntofinal  Punto final Punto final
Longitud de onda 510 nm 550nm 628nm 550nm 510nm
Temperatura 37°C 37°C 37°C 37°C 37°C
5-10
Tiempo de reaccion 5 minutos  inmediato 5 minutos 5 minutos
minutos
Cantidad de
1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
reactivo
Cantidad de blanco 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul
Cantidad de
10ul 10ul 10ul 10ul 10ul
estandar
Cantidad de
10ul 10ul 10ul 10ul 10ul
muestra
Valor estandar 100mg/d1 6g/dl 4g/dl 200mg/d1 200mg/d1
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Anexo 3: Grupo de animales que se le aplico PS, hCG y PBS y se evalu6 la composicién
bioquimica del FO

N  Ident. Tamaifio del  Oviducto Glucosa PT Albimina Triglicéridos Colesterol
foliculo (mm) mg/dl g/dl g/dl mg/dl mg/dl
Dia 0

1 1-PBS 8.0 Izquierdo  53.19 0.86 0.56 20 10.65
2 2-PBS 7.4 Derecho 60.08 1.23 0.52 8.24 12.06
3 3-PBS 7.9 Izquierdo  56.04 0.95 0.41 17.4 13.87
4 4-PBS 9.1 Izquierdo 79.79 0.79 0.38 9.66 18.81
5 5-hCG 7.6 Izquierdo  80.26 1.07 0.48 16.89 10.85
6 6-hCG 9.0 Derecho 77.35 1.47 0.61 4.54 12.29
7 7-hCG 8.3 Izquierdo  66.94 0.85 0.39 11.9 21.47
8 8-hCG 8.6 Derecho 75.79 0.91 0.64 27.85 20.98
9 9-PS 8.5 Derecho 68.02 1.29 0.63 11.94 15.69
10 10-PS 94 Derecho 88.79 1.78 0.53 31.17 24.32
11 11-PS 7.0 Izquierdo  81.39 1.32 0.71 10.61 23.39
12 12-PS 8.1 Derecho 72.71 0.98 0.49 16.39 10.98
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Anexo 4: Grupo de animales que se le aplico PS, hCG y PBS y se evalu6 la composicién
bioquimica del FU

N’ Ident. Tamafiodel Cuerno Glucosa PT Albimina Triglicéridos Colesterol
foliculo uterino mg/dl g/dl g/dl mg/dl mg/dl
(mm)
Dia 0
13 13-PBS 7.5 Izquierdo 46.37 1.24 0.74 17.41 12.31
14 14-PBS 8.0 Izquierdo 42.28 1.04 0.67 20.13 15.21
15 15-PBS 8.2 Derecho 52.15 1.29 0.36 18.65 11.34
16 16-PBS 9.0 Derecho 43.72 0.82 0.52 2.81 12.71
17 17-hCG 7.8 Derecho 56.88 1.57 0.49 7.574 12.29
18 18-hCG 8.8 Derecho 51.61 0.93 0.24 3.64 13.24
19 19-hCG 7.9 Izquierdo 47.13 0.71 0.59 25.98 11.14
20 20-hCG 9.1 Derecho 43.22 0.88 0.42 4.95 14.63
21 21-PS 7.7 Izquierdo 56.14 0.82 0.36 17 13.65
22 22-PS 8.3 Izquierdo 49.89 1.35 0.48 22.20 11.84
23 23-PS 8.6 Derecho 57.64 1.52 0.55 12.3 15.26
24  24-PS 9.0 Derecho 48.95 0.96 0.45 3.69 21.12
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Anexo 5: Grupo de animales que se aplicé PS, hCG y PBS y se evalu6 el desarrollo

embrionario al 3er dia post cépula

Nuimero Identificacion Ladode Tto. N* de
ovulacién blastémeras
1 1-PBS Izquierdo PBS 4
2 2-PBS Derecho PBS 4
3 3-PBS Izquierdo PBS 4
4 4-PBS Izquierdo PBS 6
5 5-hCG Izquierdo = hCG 6
6 6-hCG Derecho hCG 6
7 7-hCG Izquierdo  hCG 8
8 8-hCG Derecho hCG 8
9 9-PS Derecho PS 6
10 10-PS Derecho PS 8
11 11-PS Izquierdo PS 8
12 12-PS Derecho PS 8
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Anexo 6: Grupo de animales que se aplicé PS, hCG y PBS y se evalu6 la calidad embrionaria
al 6to dia post cOpula

Numero Identificacion Lado de Tratamiento Calidad
ovulacion embrionaria
13 13-PBS Izquierdo PBS -
14 14-PBS Izquierdo PBS -
15 15-PBS Derecho PBS -
16 16-PBS Derecho PBS -
17 17-hCG Derecho hCG -
18 18-hCG Derecho hCG -
19 19-hCG Izquierdo hCG -
20 20-hCG Derecho hCG -
21 21-PS Izquierdo PS -
22 22-PS Izquierdo PS -
23 23-PS Derecho PS -
24 24-PS Derecho PS -
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Anexo 7: Prueba de ANOV A para composicion bioquimica del FO con PBS, hCG y PS

ANOVA
Glucosa
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 546,478 2 273,239 3125 083
Dentro de grupos 786,958 4 ar.440
Total 1333,436 1
Comparaciones miiltiples
Yariahle dependiente: Glucosa
HSD Tukey
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Errar Limite
() Tratamiento  {J) Tratamiento | medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
FBS hCG -12,81000 661210 a4 -3,2710 56510
PS5 -15,45250 6,61210 101 -33,91345 3,0085
hiCG FBS 12,81000 661210 a4 -5,6510 31,2710
FS -2 64250 661210 a7 -21,1035 158185
PS FBS 1545250 661210 01 -3,00858 339135
hCG 264250 661210 a7 -15,8185 21,1035

Subconjuntos homogéneos

Glucosa

HSD Tukey®

Subconjunto

para alfa=

0.05

Tratamiento M 1
FES 62,2750
hCG 75,0850
PSS FFT275
Sig. 101

Sevisualizan las medias para los grupos
enlos subconjuntos homogéneos.

a. Ltiliza el tamafio de la muestra de la

media armdnica = 4,000.




ANOVA

FT
Suma de Media
cuadrados al cuadratica Sig.
Entre grupos AN 2 156 2,086 180
Dentro de grupos 672 g 075
Total G883 11
Comparaciones miltiples
Wariable dependiente: PT
HED Tulkey
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Errar ) Limite
() tratamients  (J) tratamiento medias (I-J) estandar Sig. Limnite inferior superior
FPBES hCG - 11750 18320 814 - G569 4218
PS -, 38500 18320 170 -8244 1544
hCG FBES 1750 18320 814 -4218 GEES
Fs -, 26750 18320 ,388 - 8064 2718
FS FES ,3B500 18320 70 - 1544 9244
hCG 26750 18320 ,388 -2714 8065
PT
HSD Tukey®
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratamiento M 1
FES JO6TE
hCG 1,0750
(=] 1,3425
Sig. A70

Sevisualizan las medias para los
grupos enlos subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de |3
media armanica = 4,000.
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ANOVA

Albumina

Suma de Media

cuadrados ql cuadratica F Sig.
Entre grupos 030 2 15 1,461 282
Dentro de grupos 09z g 010
Total 122 11

Comparaciones miiltiples

Yariahle dependiente:  Albumina

HSD Tulkey
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite
(I tratamienta  (J) tratamients | medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
PES hCG - 06250 JAO7168 70 -, 2626 1376
Ps - 12280 JAO7168 254 -,322 Q776
hCG FBES 06250 A7168 70 - 1376 2626
PS -,06000 07168 LG5 -, 2601 1401
PS PES 2280 JAO7168 254 - 0776 322
hCG L6000 JAO7168 681 - 14M 2601
Albumina
HSD Tukey®
Subconjunto
paraalfa=
0.0a
tratamiento M 1
PES A675
hCG JA300
Ps 5900
Sig. 264

Sevisualizan las medias para los
grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Miliza el tamafio de la muestra de la
media armdnica = 4,000,
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ANOVA

Triglicericlos

Suma de Media

cuadrados ql cuadratica F Sig.
Entre grupos 27,8045 2 13,4902 a2 824
Dentro de grupos G53,302 4 72,5849
Total 681,107 11

Comparaciones miltiples

Variable dependiente;  Trigliceridos

HSD Tukey
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite
() tratamiento  (J) tratamiento | Medias (-J) estandar Si. Limite inferior superior
FBS hCG -1,47000 6,02450 968 -18,2904 15,3504
P3 -3,70250 6,02450 816 -20522 131174
hCG PBS 1,47000 6,02450 968 -156,3504 18,2804
PS5 -2,23250 6,02450 928 -19,0528 14,5879
F3 PES 370250 6,02450 816 -13,11748 20,522
hCG 2,23250 6,02450 928 -14 5878 19,0625
Trigliceridos
HSD Tukey®
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratamiento M 1
FBS 4 13,8250
hCG 4 15,2850
FS 4 17,5274
Sig. B16

Sevisualizan las medias para los
grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Ltiliza el tamafio de la muestra de la
media armdnica= 4,000.
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ANOWA

Colesterol
sSuma de Media
cuadrados ql cuadratica F Sig.
Entre grupos 45160 2 22,580 . ra8
Dentro de grupos 264 617 4 28,291
Total 299 777 11
Comparaciones miltiples
Yariable dependiente: Colesterol
HSD Tukey
55% de intervalo de confianza
Diferencia de Errar Limnite
() tratamiento  (J) tratamienta | medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
PBS hCG -2,55000 376103 782 -13,0608 7.9608
PS -4 74750 376103 444 -15,2483 57533
hCG PES 255000 376103 782 -7.,8508 13,0508
PS -2,149750 376103 83z 12,6983 8,3033
PS PES 474750 376103 444 -5,7533 16,2483
hCG 2149750 376103 832 -8,3033 12,6983
Colesterol
HSD Tukey?
Subconjunto
para alfa=
0.058
tratamiento M 1
FPES 13,8475
hCG 16,3875
Ps 18,5950
Sig. 444

Sevisualizan las medias para los
grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Ltiliza el tamafio de la muestra de |13
media armanica = 4,000.
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Anexo 8: Prueba de ANOV A para composicién bioquimica del FU con PBS, hCG y PS

ANOVA
Glucosa
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 898,713 2 49 357 2037 186
Dentro de grupos 218,082 g 24 232
Total 316,805 11
Comparaciones miltiples
Yariable dependiente: Glucosa
HSD Tukey
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Lirnite
() tratamiento  (J) tratamiento | medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
FES hCG -3,58000 348083 Aa74 -13,2985 6,1385
F3 -7,02500 348083 63 -16,7435 2,65935
hCG FBS 3,58000 348083 74 -6,1385 13,2985
F3 -3,44500 348083 01 -13,1635 6,2735
F3 FBS 7,02500 348083 J63 -2,6835 16,7435
hCG 3,44500 348083 601 -6,2735 13,1635
Glucosa
HSD Tulkeay®
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratamiento N 1
PES 4 46,1300
hCG 4 49,7100
PSS 4 53,1550
Sig. 63

Sevisualizan las medias para los
grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. IMiliza el tamano de |la muestra de |a
media armanica = 4,000.
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ANOVA

PT
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 038 2 020 Jea 824
Dentro de grupos 888 g Nl
Total 9248 11
Comparaciones multiples
Variable dependiente; PT
HSD Tukey
95% de intervalo de confianza
Diferancia de Error Limite
() tratamiento  (J) tratamiento | Medias (-J) estandar Sin. Limite inferiar superior
PES hCG JOET50 22228 051 -,8531 683
PS -,07250 22228 043 -, 6931 o4
hCG PES - 06750 22228 851 -,6881 5531
FS -,14000 22228 B0g -, 7606 4806
FS FES 07250 22228 843 -, 5481 6831
hCG 14000 22228 808 - 4806 7606
PT
HSD Tukey®
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratamiento M 1
hCG 1,022
FPES 1,0800
F3 116245
Sig. 808

Sevisualizan las medias para los
grupos en los subconjuntos

homogéneons.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de |a

media armdnica = 4,000.
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ANOVA

Albumina

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 043 2 021 1,140 S62
Dentro de grupos 168 g 019
Total 212 1

Variable dependiente:  Albumina

Comparaciones multiples

HSD Tukey
85% de intervalo de confianza
Diferencia de Error J Limite
() tratamiento_ (J) tratamiento | medias (-J) estandar §ig. | Limiteinferior | superior
FES hCG 13750 08700 373 -1333 4083
PS 1280 08700 504 -, 1683 3833
hCG FES -,137480 08700 A73 -,4083 1333
PS -,02500 04700 64 -,2958 2458
PS PES - 11250 04700 504 -,3833 1583
hCG 02500 04700 64 -,2458 2958
Albumina
HSD Tukey®
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratamiento M 1
hCG 350
Ps AE00
FES AT25
Sig. AT3

Sevisualizan las medias para los
grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de |3
media armanica = 4,000.
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ANOVA

Trigliceridos
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 473,787 2 236,894 GE3 Ralal]
Dentro de grupos 3786242 g 420,694
Total 4260029 1
Comparaciones miltiples
Variable dependiente;  Trigliceridos
HSD Tukey
85% deintervalo de confianza
Diferencia de Error Limite
(I tratamiento  (J) tratamiento medias (-J) estindar Sig. Limite inferior superior
PES hCG -12,82750 14,60334 663 -63,3209 27,6658
FS 95250 14,50334 5998 -39,5409 41,4458
hCG PES 1282750 14,50334 663 -27 6649 53,3208
FS 13,78000 14,50334 624 -26,7134 54,2734
FS PES - 95260 14,50334 598 -41,4459 39,5408
hCG -13,78000 14,50334 624 64,2734 26,7134
Trigliceridos
HED Tukey®
Subconjunto
para alfa=
0.05
tratamiento M 1
Ps 13,7975
PBES 14,7500
hCG 2758775
Sig. 624

Sevisualizan las medias para los
grupos en los subconjuntos

homogénens.

a. IUtiliza el tamafio de la muestra de |3
media armanica= 4,000,
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Anexo 9: Prueba de Kruskal-Wallis para colesterol del FU con PBS, hCGy PS.

Resumen de contrastes de hipotesis

s .. & & S el
Hipotesis nula = Prueba = Sig.=— Decision—

Frueha de
Kruskal-
MNallis para
muestras
independiente

<]

La distribucion de Colesterol es |3
1 misma entre las categorias de
tratamiento.

Conserve |3
390 hipdtesis
nula.

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significancia es 05

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

22,00
20,00
T 18,00
[T
W
2 16,00
o —l—
14,00 [
12,00 I —|—
10,00 T T T
PES hCG PS
tratamiento
N total 12
Estadistico de contraste 1,885
Grados de libhertad 2
Significacion asintdtica (prueba
hilateral) 390

1. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

2. No se realizan multiples comparaciones porque |a prueba global no muestra diferencias
significativas en las muestras.




