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ESTIMULACION CON GONADOTROPINA CORIONICA EQUINA (ECG)
DURANTE LASFASESLUTEAL Y NO LUTEAL SOBRE LA RESPUESTA
OVARICA Y CALIDAD EMBRIONARIA EN LLAMAS

EQuiNE CHORIONIC GONADOTROPHIN (ECG) STIMULATION DURING THE L UTEAL AND
NonN-LuTeaL PHASES oN OvaRIAN RESPONSE AND EMBRYO QUALITY IN LLAMAS

Shirley Evangdista V.1, Aida Cordero R.2, Alexei Santiani A.3, Martha Vasquez E.2,
Oscar Céardenas M 4y Wilfredo Huanca L .1®

Seevalud el efecto del tratamiento superovul atorio en lasdosfasesdel ciclo ovérico
sobre la respuesta folicular y la calidad embrionaria en 45 llamas hembras adultas. Se
incluyeron en el estudio aquellos animales que a la ecografia presentaron un foliculo
preovulatorio >7 mm. Los animal es se distribuyeron en tres grupos: TO (no estimulado),
T1 (tratamiento superovulatorio en fase no luteal) y T2 (tratamiento superovulatorio en
faseluteal). Losanimalesde T1y T2 recibieron 1 ml deLH (dia0) parasincronizar laonda
folicular y 1000 Ul de eCG (dia 3) como tratamiento superovulatorio. Se utilizaron espon-
jas vaginalesimpregnadas con progesteronaentre el dia3y 7 parasimular lafase lutea
enel T2. Lainduccion delaovulacion se hizo mediante monta natural y aplicacion de 1
ml de GnRH (dia8). Lacolecciény evaluacion de embriones serealizo 7 dias post copula
(dial5)enT1ly T2. Enel grupo TO serealizd montanatural y aplicacion de GnRH y 7 dias
después se realiz6 la coleccion de embriones. El nimero de folicul os preovulatorios fue
mayor en T1 (11.07 + 7.53) y T2 (6.13  7.11) con respecto a TO (1.07 + 0.26) (p<0.05). El
nimero de cuerpos | (teos fue mayor en T1 (9.27 + 3.37) con respecto aT0 (1.07 £ 0.26) y
T2(6.47 £ 4.29) (p<0.05). Asimismo, el nimero de embrionesrecuperadosfue mayoren T1
(3.47 + 4.26) con respecto a TO (0.33 + 0.48) y T2 (1.33 £ 2.53). Los resultados permiten
concluir que la aplicacion del tratamiento superovulatorio durante una fase no luteal
permiten obtener una mejor respuesta ovaricay embrionaria en comparacién con trata-
mientos superovulatorios aplicados en fase luteal .
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ABSTRACT

The effect of superovulatory treatment during the two phases of the ovarian cycle
onfollicular growth and embryo quality wasevaluated in 45 sexually adult llamas. Animals
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bearing a>7 mmfollicle, observed by ultrasonography, were selected and allocated into
3groups: TO (non-stimulated), T1 (superovul atory treatment during the non luteal phase),
and T2 (superovul atory treatment during the luteal phase). AnimalsingroupsTland T2
received 1 ml of LH (day 0) for synchronization of thefollicular wave and 1000 U of eCG
(day 3) as superovulatory treatment. Vaginal sponges impregnated with progesterone
wereused ondays3to 7in T2to simulatetheluteal phase. Theinduction of theovulation
(day 8) was done through natural mating and the application of GnRH (1 ml). Embryo
recovery was done 7 days after natural mating (day 15) on T1 and T2. Similarly, embryo
recovery was done 7 days after natural mating and application of GnRH in TO. The
number of preovulatory follicleswaslargerin T1 (11.07 £ 7.53) and T2 (6.13 £ 7.11) than
inTO(1.07 £ 0.26) (p<0.05). Thenumber of corporaluteawaslargerin T1 (9.27 + 3.37) than
inTO (1.07 £ 0.26) and T2 (6.47 £ 4.29) (p<0.05). The number of recovered embryos was
largerin T1(3.47 £ 4.26) thanin TO (0.33+ 0.48) and T2 (1.33 + 2.53). Theresults showed
that superovulatory treatment during the non luteal phase had a better response than
superovulatory treatment during the luteal phase.
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INTRODUCCION

Una de las limitaciones méas importan-
tes para @ establecimiento de la técnica de
transferencia de embriones en llamas y
alpacas eslafalta de un adecuado protocolo
de superovulacion ovérica. Estalimitacion se
encuentraasociada con unabgatasaderes-
puesta ovéricay recuperacion de embriones
de mala calidad. Los estudios sobre
superovulacion en camélidos sudamericanos
han sido desarrollados en diferentesfases de
desarrollofolicular. Algunos autores han tra-
tado de smular una fase luteal mediante la
administracion de progesterona exogena
(Bourke et al., 1992a; Correa et al., 1994,
Bourke et al., 1995; Velasquez y Novoa,
1999), o atravésdelainduccion delaovula
cién (Bourke et al., 1992a, 1995; Huanca et
al., 1999), mientras que otros realizaron €
tratamiento superovulatorio durante la fase
folicular (Bravo et al., 1995; Correa et al.,
1997; Novoaet al., 1999; Vdasquez y Novoa,
1999).

En estudios previos en camélidos sud-
americanos se utilizé hormonas como laeCG
y FSH para inducir € crecimiento folicular

multiple. Entrelos protocol os hormonales de-
sarrollados se sefida la utilizacion de 1000
Ul de gonadotropina coridnica equina (eCG)
(Bourke et al., 1992b, 1995; Correa et al.,
1994, 1997; Bravo et al., 1995; Ratto et al.,
1997; Velésquez y Novoa, 1999). No obstan-
te, e nimero de cuerpos |Gteos obtenido ha
sido muy variable (de dos aonce por animal)
y latasa de coleccion embrionariavario des-
de cero (Correa et al., 1994) hasta 50% en
el mgjor de los casos (Del Campo et al.,
1995).

En apacas, larespuesta ovérica d tra-
tamiento superovulatorio con eCG en fase
luteal inducidaes mayor que laregistradaen
fase folicular, tanto en nimero como en ta
mafio de los cuerpos luteos formados
(Velasquez y Novoa, 1999). No obstante, en
llamas, Bourke et al. (1995) sefidan que la
tasa de recuperacion embrionaria es
inversamente proporciond a nimero de cuer-
pos lGteos. Por |o tanto, € objetivo del pre-
sente trabgo fue estudiar el efecto de la
superovulacion con eCG en fase luteal
(progesterona) y en fase no luteal (sin
progesterona) sobrelarespuestaovaricay la
caidad embrionaria
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Ubicaciéon y Animales

El estudio seredizo en € Centro de In-
vestigacion y Produccion Quimsachata de la
Estacion Experimental ILLPA, INIEA, Puno,
ubicada a 4200 msnm, en € distrito de Santa
Lucia, provinciade Lampa, Puno, durante los
meses de enero a marzo.

Se utilizaron Ilamas hembras, de 4 a 6
afnos de edad y con historial de no haber pre-
sentado problemas reproductivos. Se evalua
ron con un ecografo ALOKA SSD 500 y un
transductor lineal Modo B de 7.5 MHz para
determinar € estado de desarrollo folicular
ovérico. Se seleccionaron 45 animales con
presencia de foliculos ?7 mm. Los animaes
recibieron e mismo mango y fueron aimen-
tados con pastura natural, formada en su
mayoria por Stipa ichu, Festuca sp. y
Calamagrostis sp.

Procedimiento M etodol 6gico
Disefio experimental

Los animales se distribuyeron al azar en
tres grupos experimentales (n = 15).

TO: Sintratamiento superovulatorio

T1: Aplicacion de 1000 Ul eCG durante
fase no luteal

T2: Aplicacién de 1000 Ul eCG durante
fase luteal

Tratamientos

El dia de la evaluacion ecogréfica se
consideré como € dia 0. Ese dia se aplico 1
ml de Conceptd® (Intervet) en forma i.m.
(GNRH equivalente a 0.0042 mg de acetato
de buserdling) alos animales TO paraasegu-
rar la ovulacion, y luego se hizo una monta
dirigida La respuesta ovarica se comprob6
losdias 2y 8 dd estudio.
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El protocolo seguido con los animaes
delosgrupos T1ly T2 fue

Dia0: 1 ml deLutropin-V® (BionicheAni-
mal Health Canada Inc.) en forma
i.m. (equivalentea5 mg deLH) para
inducir la ovulacion y sincronizar la
ondafolicular.

Dia2: Evduaciondelarespuestaovulatoria
mediante ecografia.

Dia3: Aplicacién de 1000 Ul de eCG
(Folligon®, Intervet) i.m. como tra-
tamiento superovulatorio.

Dia7: Aplicacion de 1 ml de lliren®,
Intervet i.m. (PGF2 equivaente a
0.150 mg de trigprost) para inducir
lutedliss.

Dia8: Observacion del nimero defoliculos
preovulatorios. Montadirigidadelos
animaesy aplicacion de 1 ml de
Concepta®, Intervet i.m. (GnRH
eguivalente a 0.0042 mg de acetato
de buserelina).

Dia 15: Evduacion delarespuestaovulatoria.

Ademés, alos animaes T2 se les in-
sarto, entre e dia 3y d dia 7, una esponja
vagina impregnada con 60 mg de acetato
de medroxiprogesterona para smular fase
lutedl.

Coleccién y evaluacién de embriones

El cronograma de trabgjo permitio tra-
bajar con tres animales por dia (un animal
de cada grupo). El lavado uterino
transcervical y coleccién de los embriones
serediz6 € dia7 post-copula (TO: dia7; T1
y T2: dia 15), seguin descrito por Huanca W
y Huanca T (2004).

Laevaluacion delosembriones serea
liz6 aun aumento de 50x. Los embriones se
clasificaron de excelente (1) aintransferible
(5) siguiendo la escala de clasificacion
embrionariade la Sociedad Internacional de
Transferencia Embrionaria (IETS)
(Stringfellow y Seidel, 1990).
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Cuadro 1. Respuesta ovarica en llamas a la estimulacion con gonadotropina coridnica
equina (eCG) durante la fase luteal (n=15) y no luteal (n=15), y sin estimulacién

(n=13)
Sin Estimulaciénen  Estimulacion en
estimulacion fase no luteal faseluteal
(TO) (T1) (T2)
Foliculos preovulatorios
Total (n) 16 166 98
Promedio (n+d.e) 1.07 + 0.26 11.07 + 7.53° 6.13+7.11°
Porcentaje de ovulacion
Animales que ovularon (%) 100.0 100.0 92.3
Foliculos que ovularon (%) 100.0 83.1 929
Formacion de cuerpos Gteos
Tota (n) 16 138 91
Promedio (n+d.e) 1.07 + 0.26* 9.27 + 3.37° 6.47 + 4.2F
Diametro (mm + d.e) 11.19+0.32% 10.78 + 0.202 11.46 + 0.31°

a, b, c

Andlisis de Datos

Para € andliss estadistico de los datos
obtenidos se utiliz6 @ programa estadistico
GraphPad Prism® v. 3.0. Lapruebade andli-
ssdevarianzade unavia(ANOVA) y Tukey
fueron utilizadas paraandizar d efecto delos
tratamientos TO, T1y T2 enlasSiguientesva-
riables. nimero de foliculos preovulatorios,
nUmero de cuerpos | (teos, tamafio de cuerpos
[(teos y nimero de embriones colectados.

Se determiné la tasa de recuperacion
embrionariadelostratamientos TO, T1y T2 d
dividir d nimero de embriones colectados en-
tre e nimero de cuerpos |Uteos observados
alaecografia. El grado de asociacién entre
€l nimero de cuerpos lUteos y @ nimero de
embriones colectados en cadatratamiento se
analiz6 através de una correlacion.

Superindices diferentes dentro de filas indican diferencias significativas (p<0.05)

L os datos referentes a calidad embrio-
naria se presentan en porcentge, tomando
en cuenta e nimero de embriones colecta-
dos por tratamiento (TO, T1y T2), d nimero
de embriones colectados por calidad y € nu-
mero total de embriones colectados.

ResuLTADOS

El nimero de foliculos preovulatorios
observados en e estudio se muestran en
Cuadro 1. Todos los animaes T1 respondie-
ron a tratamiento superestimulatorio, mien-
tras que 2 delos 15 animales T2 no desarro-
llaron folicul os preovulatorios luego delaapli-
cacion del tratamiento. ASimismo, se obser-
v6 la formacion de once quistes foliculares
(de gproximadamente 25 mm de didmetro)
end grupo T2y tresquistesen & grupo T1.
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Cuadro 2. Recuperacion de embriones de llamas en respuesta a la estimulacién con
gonadotropina coriénica equina (eCG) durante la fase luteal (n=15) y no luteal
(n=15), y sin estimulacion (n=12)

Estimulaciéonen  Estimulaciénen

Sin estimulacion

faseno luteal faseluteal
Embriones recuperados (n) 5 52 20
Embriones por Ilama(n) 0.33+0.322 3.47+0.2¢° 1.33+0.31®
Recuperacion embrionaria’ (%) 31.3% 37.7% 22.0%

! (N° embriones recuperados/N° cuerpos luteos) x 100
2P Superindices diferentes dentro de filas indican diferencias significativas (p<0.05)

Cuadro 3. Calidad de embriones de llamas en respuestaa la estimulacién con gonadotropina
coridnica equina (eCG) durante la fase luteal (n=15) y no luteal (n=15), y sin
estimulacién (n=12)

Calidad del Sin Estimulacionen  Estimulacién en

embrién esimulacion  faseno luteal fase Iuteal Tota

1 (Excelente) 3 (60%) 46 (88.5%) 8 (40%) 57 (74.0%)
2 (Buena) 1(20%) 4(7.7%) 6 (30%) 11 (14.3%)
3 (Mediana) 0 (0%) 0 (0%) 5 (25%) 5 (6.5%)
4(Maa) 1(20%) 2 (3.9%) 1(5%) 4(5.2%)
5 (Intransferible) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Total 5 (100%) 52 (100%) 20 (100%) 77 (100%)

En & grupo T1 existio un mayor nime-
ro defolicul os preovul atorios en comparacion
con € grupo T2, aunque sin diferencia estar
distica. Ademas, € diametro promedioen T1
y T2 fue significativamente mayor que en los
animaesTO que no recibieron laestimulacion
superovulatoria (p<0.05, Cuadro 1). Durante
lamonta, todoslosanimaesdelosgrupos TO
y T1 presentaron receptividad a macho; sin
embargo, en € grupo T2 se observo que solo
cinco delos trece animal es presentaron con-
ductade receptividad al macho, por lo quese
tuvo gque hacer un empadre forzado con los
ocho restantes.
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Todos los animaes de los grupos TO y
T1 llegaron aovular, en tanto una de los tre-
ce llamas T2 no lleg6 a ovular (Cuadro 1).
Este anima solo fue considerado en la pri-
mera fase del estudio (respuesta ovarica).

El nimero de cuerpos | (teos por animal
fue mayor en @ grupo T1 (9.27 + 3.37) en
comparacion con € grupo T2 (6.47 £ 4.29)
(p<0.05); ademas, ambos grupos tuvieron una
mayor respuesta con respecto a grupo TO
(p<0.05). Por otro lado, no exigtio diferencia
edadidicaen d diametro promedio delos cuer-
pos | Uteos entre los tres grupos (Cuadro 1).
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Calidad Embrionaria

El mayor nimero de embriones recu-
perados se presentd en € grupo T1 (n=52,
Cuadro 2); sin embargo, no exitio diferencia
estadigticaen € nimero promedio de embrio-
nes entre los grupos T1 y T2. Asmismo, la
tasa de recuperacion embrionaria mas ata
se presentd en el grupo T1 (37.7%).

El 74.0% de embriones colectados fue-
ron consderadosde grado 1 (excelentes). Asi-
mismo, dentro de cada grupo experimental,
el 60,0, 88.5y 40.0% delos embriones de los
grupos TO, T1y T2 fueron de grado 1, res-
pectivamente. El andlisis estadistico demos-
trd una correlacion positiva entre € nimero
de cuerpos |Gteos y € nimero de embriones
colectados por grupo (r = 0.4439 en € grupo
T1lyr=0.2087 en € grupo T2).

La aplicaciéon de los tratamientos de
superovulacion, tanto en lafase lutea como
en lano luteal, fue favorable en & grupo T1
(fase no luted), observandose e desarrollo
de una nueva onda folicular con foliculos >7
mm; en cambio, dos animales no respondie-
ron a tratamiento en & grupo T2 (faselutedl)
y tuvieron que ser descartados del estudio.
Estos resultados podrian significar que a pe-
sar del efecto estimulatorio delaFSH y LH
gue posee la eCG, puede ocurrir una inhibi-
cion dd crecimiento folicular ocasionada por
la progesterona exégena que fue aplicada
parasimular unafase luteal. Esta accion po-
driaser enformasistémicamediante un efec-
to inhibitorio sobre la secrecion de la GnRH
y LH y, posiblemente, en forma local, me-
diante la interferencia de la sintesis de re-
ceptores FSH y LH, contribuyendo ainhibir
el crecimiento folicular ovérico. Es decir, la
aplicacion de eCG, conjuntamente con laapli-
cacion de la esponja vagina conteniendo
progesterona, podriaser lacausantedelabaja
respuesta del grupo T2.

Asimismo, en d grupo T2, ocho de los
trece animal es restantes no se mostraron re-
ceptivas a momento del empadre, por 1o que
se forz6 la monta. Este comportamiento de
rechazo a macho (falta de receptividad) ha
sdo previamente reportado por Santiani et
al. (2002) y plantean que este tipo de com-
portamiento esta influenciado por la aplica-
cion de progesterona exégena. El estrégeno
es e responsable del comportamiento de
receptividad sexual en alpacas y llamas
(Novoay Leyva, 1996); y 9 setiene que la
progesterona actliacomo inhibidorade lase-
crecion de GnRH y FSH a nivel hipofiss
hipotd amo, impediriala aromatizacion delos
androgenosyy, por lo tanto, inhibirialaforma
cion de estradiol anivel ovérico.

La ovulacion encontrada en € total de
animales T1 se puede atribuir a los
desencadenantes de laovulacion: lacdpulay
laaplicacion de GnRH. Asi mismo, y no obs-
tante lamayor tasa ovulatoria se presentd en
el grupo T2, fueen & grupo T1 donde se en-
contré6 el mayor numero de foliculos
preovulatoriosy € mayor nimero de embrio-
nes recuperados. Estos resultados sugieren
que la aplicacién del tratamiento
superestimulatorio con eCG, conjuntamente
con laaplicacion delaesponjavagina conte-
niendo progesterona, no produce una buena
respuesta ovarica, ya que la progesteronalli-
berada por laesponjavaginal g erce un efec-
to inhibitorio en & desarrollo de foliculos do-
minantes (Santiani et al., 2002), tanto por €
efectoinhibitorio anivel del hipotdamo como
por lainduccion de laatresiadd foliculo do-
minante debido a la accién local de la
progesteronaen € ovario.

La tasa de recuperacion embrionaria
més dtahalladaen € presentetrabgjo, fuela
observadaen € grupo T1 (37.7%), lacua se
encuentra dentro del rango esperado. Den-
tro delos estudios reportados en laliteratura,
la mayor tasa de coleccién embrionaria en
Ilamasy alpacas fue del 50% (Del Campo et
al., 1995). La baja tasa de recuperacion
embrionariaen € grupo T2 (22.0%) se debe,
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posiblemente, a efecto negativo de niveles
elevados de progesterona sobre € desarrollo
del 6vulo fecundado en estadios tempranos.
Esto coincide con resultados en conejos don-
de niveles atos de progesterona causaron
toxicidad en @ concepto a nivel uterino du-
rante los dias 2 a 4 de vida embrionaria
(Schacht y Foote, 1978).

El tota de los embriones recuperados
en e presente estudio (77/77) fueron cdlifi-
cados como fértiles y transferibles, aunque
de diversos grados de calidad, lo cual es su-
perior alo halado por Correa et al. (1997)
quien obtuvo un 90.5% (19/21) de embriones
clasificados como fértiles. En la actuaidad,
no se dispone de estudios que especifiquen la
caidad de los embriones como producto de
lasuperovulacion ovéricacon eCG, dedli que
e presente estudio significa un gran aporte
para la determinacién de los grados de cali-
dad embrionaria que se puede conseguir con
dichos protocolos, asi como para demostrar
la factibilidad de dichos protocolos en la ob-
tencion de embriones de excelente calidad.

La formacién de un grupo no tratado
(TO) sirvi6 para determinar la respuesta
ovarica 'y ovulatoria normal que se observa
post-cépula y posterior a la aplicacion de
GnRH, asi como para determinar la calidad
de embriones producidos sin influencia de
hormonas exdgenas.

CONCLUSIONES

?  Seobtiene una mejor tasa de respuesta
ové&rica a la superovulacion con eCG
cuando segplicadurantelafaseno luted,
en comparacion con aguella obtenida en
fase luteal inducida

? El nimero y cdidad de embriones pro-
ducto de una superovulacion en fase no
luteal es mayor en comparacion con los
embriones resultantes de una superesti-
mulacion en fase lutedl.
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