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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue relacionar altos y bajos niveles de la hormona
antimalleriana (AMH) plasmatica con la cantidad y tamafio de foliculos y calidad de
ovocitos, y describir su comportamiento a lo largo de la onda folicular en alpacas suri. El
estudio fue realizado entre los meses de enero y marzo del 2016 y noviembre a marzo del
2017 en el Centro de Investigacion y Produccion Chuquibambilla de la Universidad
Nacional del Altiplano (Umachiri, Puno). Se trabajé con 54 alpacas hembra vacias en
edad reproductiva, separandolas por cuartiles segun los niveles hormonales y se comparé
los grupos extremos. El grupo de alta concentracion de AMH presentd mayor cantidad de
foliculos a diferencia del grupo de baja concentraciéon (20.51 + 2.76 vs. 11.58 + 2.55,
respectivamente). No hubo diferencias estadisticas significativas entre los grupos de
AMH y el tamafio de los foliculos. Ademas, en el grupo de alta concentracidn se encontro
dependencia entre la cantidad y calidad de los ovocitos (p = 0.02). En la onda folicular,
la AMH present asociacion positiva con el crecimiento del foliculo dominante (r? =
0.52). Los resultados nos revelan que la AMH plasmaética puede utilizarse como
biomarcador para seleccionar a las mejores donantes para los protocolos de

superovulacion en alpacas suri.

Palabras claves: Hormona antimulleriana, foliculos, ovocitos, onda folicular, alpaca



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the relationship between high and low levels of
plasma anti-Millerian hormone (AMH) on number and size of follicles, oocyte quality,
and its behavior on the follicular wave in Suri alpacas. The study was carried out at the
Research and Production Center Chuquibambilla of Altiplano’s National University
(Umachiri, Puno) between January and March 2016; and November to March, 2017. 54
female alpacas in reproductive age were used, separating them by quartiles according to
the hormonal levels and comparing the extreme groups. The high concentration group of
AMH had a greater number of follicles than the low concentration group (20.51 £ 2.76
vs. 11.58 * 2.55, respectively). No significant statistical differences between the AMH
groups and the size of the follicles were found. In addition, there was dependence in the
high AMH concentration group with quantity and quality of the oocytes (p = 0.02). In the
follicular wave, the AMH is positive associated with the growth of the dominant follicle
(r? = 0.52). Results reveal that plasma AMH can be used as a biomarker to select the best

donors for superovulation protocols in Suri alpacas.

Key words: anti-Mllerian hormone, follicles, oocytes, follicular wave, alpaca



I. INTRODUCCION

La crianza de camélidos domésticos es considerada una de las actividades de mayor
importancia e impacto en el desarrollo socioeconémico de la poblacién altoandina del
Perd, no sblo por su capacidad de adaptacion a las dificiles condiciones
medioambientales; sino por su capacidad de utilizar pasturas naturales de baja calidad,

condiciones que no pueden ser igualadas por otras especies domésticas (Huanca 2004).

Los estudios en biotecnologias reproductivas en estas especies siguen siendo escasos en
comparacion con otros animales de produccion y representa el esfuerzo de pequefios
grupos de investigadores a nivel mundial (Ratto et al. 2013). La transferencia de
embriones en camélidos sudamericanos ofrece el potencial para tomar ventaja de la
capacidad reproductiva de la donadora con alto mérito genético en los rebafios domésticos
(Sumar 2013). El poco éxito de la técnica de transferencia de embriones en alpacas ha
estado relacionado a la gran variabilidad de la respuesta superovulatoria y baja tasa de

recuperacion embrionaria (Ratto et al. 2013).

La hormona antimilleriana (AMH) ha mostrado ser un indicador clinico confiable en la
evaluacion de la reserva ovarica (Reyes 2010) y puede ayudar a predecir la respuesta
animal a los tratamientos de superovulacion. La AMH fue un buen predictor para el
namero de foliculos y ovocitos en vacunos (Gamarra et al. 2015; Rico et al. 2012) y en
ovinos (Torres- Rovira et al. 2014; Lahoz et al. 2014). Ademaés, la AMH mantiene sus
niveles estables a lo largo del ciclo menstrual en mujeres fértiles (Hehenkamp et al. 2006),
en mujeres infértiles (van Disseldorp et al. 2009) y en vacas multiparas, lo que nos da una
clara ventaja como biomarcador del estado de la reserva ovarica en comparacion con
hormonas como FSH, LH y estradiol (Hehenkamp et al. 2006), pues la muestra de sangre

se podria tomar en cualquier momento del ciclo estral o menstrual.



Hasta la fecha, no existen articulos cientificos publicados sobre la medicion de la AMH
en alpacas, siendo éstos necesarios para poder elegir a las mejores donantes para la
transferencia embrionaria, reduciendo la variabilidad en la respuesta y gastos innecesarios

en los protocolos de superovulacion.

Por lo tanto, el objetivo general de este estudio fue relacionar la AMH con foliculos y
ovocitos, y su comportamiento en la onda folicular en alpacas suri. Los objetivos
especificos fueron cuantificar la AMH por edades y entre grupos de alta y baja
concentracion, comparar cantidad y tamafios de foliculos entre grupos de alta y baja
concentracion de AMH, relacionar calidad de ovocitos con los grupos de alta y baja
concentracion de AMH vy cuantificar la concentracion de AMH plasmatica a lo largo de

la onda folicular.



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1  Importancia de la produccion de camélidos domésticos en el Perd

Existen cuatro especies de camélidos sudamericanos, siendo la alpaca (Vicugna pacos) y
la Ilama (Lama glama) las especies domesticas. A nivel mundial, el Peru cuenta con la
mayor poblacion de alpacas, siendo ésta de 3 685 500 de animales, concentrandose en la
Sierra, aproximadamente, el 100% del total (INEI 2012). Las Ilamas, siendo los animales
mas ddciles entre los camélidos sudamericanos, también tienen una importante presencia
en nuestro pais, teniendo un aproximado de 1 268 920 animales (Ministerio de
Agricultura 2007).

Existen varias caracteristicas unicas y favorables en los camélidos, en adaptacion y con
la conservacion del ambiente: a) Eficiencia para convertir en fibra y carne pasturas de
baja calidad, resultante de la baja fertilidad de los suelos y deficiente manejo de las
praderas, donde la disponibilidad del recurso hidrico esta supeditado a la época de lluvias;
b) Patas largas y delgadas que les permiten desplazarse con facilidad en una topografia
irregular y agreste. Este atributo en la llama, en especial, jugd un rol importante como
animal de carga y transporte de insumos y productos en la produccion agricola en la
topografia andina accidentada, asi como en el acceso y control de pisos ecolégicos; c)
Pezufias con dos dedos, ufias y plantas acolchadas con piel gruesa, caracteristica
importante para proteger el pasto del pisoteo, evitando la exposicién del suelo a la erosion;
d) Habito de excretar en lugares predeterminados, evitando asi la contaminacion del
ambiente; e) Consumo del pasto sin dafiar el débil pastizal de las praderas de la puna
(ONUDI 2010, Ruiz 2013, Canahua Murillo y Canahua 2015).

La crianza tradicional o de pequefios productores de alpacas concentra el 80% de la
poblacion, aplicando los conocimientos transmitidos por la herencia de sus antecesores y
se realiza en zonas altoandinas entre los 3850 a 5500 msnm. Estos pequefios productores

son aproximadamente 150,000 familias de las comunidades campesinas aimarasy



quechuas y se crian en areas menores de 50 ha. De manera que, la tenencia promedio seria
de 27 cabezas/alpaca/familia y de 9 cabezas/llama/familia. El resto estdn en manos de

medianos propietarios y algunas empresas (Canahua Murillo y Canahua 2015).

Los pobladores altoandinos del pais se dedican exclusivamente a la crianza de alpacas y
Ilamas, constituyéndose en su principal actividad econdmica, pero al estar dentro de una
economia de subsistencia, deben diversificar sus actividades, elaborando prendas
artesanales para el autoconsumo (con fibra de alpaca y ovino), comercio en los mercados
semanales o k"atos de carne, fibra y pieles, en donde también se abastecen de productos
de primera necesidad, empleos eventuales en minas o para el municipio, migracion

temporal y la crianza mixta (vacunos, ovinos, alpacas y llamas) (Torres 2007).

Los productos que los criadores obtienen de la alpaca pueden ser fibra, carne, piel y cuero,
y estiércol. La fibra, producto emblemaético de la produccién alpaquera del pais, es fina'y
suave al tacto. Muy cotizada por la industria textil, tiene propiedades térmicas e
higroscépicas, ademas de su capacidad de elasticidad y resistencia. Cuenta con una
variedad de los colores definidos, que van del blanco pasando por todos los tonos del café
y todos los tonos del gris hasta el negro (ONUDI 2010). La carne es utilizada
principalmente para el autoconsumo y para la venta en los mercados regionales, aunque
su alto contenido nutricional y su bajo contenido de colesterol, pueden otorgarle un valor
agregado para mejorar los ingresos de los productores. La piel y el cuero se utiliza
basicamente para la artesania (Ruiz 2013). La produccion de estiércol es un recurso
adicional producto del pastoralismo, que en las condiciones altoandinas sirve como
combustible para cocinar y para la calefaccién. Naturalmente vuelve a la tierra,
contribuyendo a mantener los niveles de fertilidad y la productividad primaria de los
pastizales (IUCN 2008).

Existen factores negativos para la competitividad de la produccion alpaquera. EI mayor
problema es el reducido volumen de produccién, sumado con un gran tiempo en el
intervalo generacional, malas condiciones de salud, escasa infraestructura y tecnologia y
los problemas con la aplicacion de biotecnologias reproductivas, ocasionando una
produccion insuficiente, lenta, de baja calidad y, sobre todo, mal remunerada para el

pequefio productor.



2.2 Avances en biotecnologias reproductivas en alpacas en el Peru

Las biotecnologias reproductivas son herramientas que nos ayudan al progreso genético
de las especies domésticas y aportan nuevas soluciones para facilitar el manejo genético
de poblaciones de especies en peligro de extincion (Gomendio et al. 2006). Desde el 2000,
los camélidos sudamericanos se han vuelto méas populares a nivel internacional por la
difusion de sus caracteristicas productivas, incrementandose el interés en la aplicacion de

tecnologias reproductivas (Miragaya et al. 2006).

El desarrollo de técnicas de reproduccion asistida en camélidos sudamericanos aun esta
considerablemente por debajo que en otros animales de granja y representan el esfuerzo
de pequefios grupos de investigacion alrededor del mundo (Ratto et al. 2013). Ademas,
muchos de los trabajados realizados en Per( no estan publicados en revistas cientificas
sino estdn como investigaciones de tesis en las bibliotecas de cada universidad o como
resimenes en congresos, dificultando el conocimiento real de los avances de las

biotecnologias reproductivas en camélidos en el pais.

2.2.1 Inseminacion artificial

La inseminacion artificial (1A), particularmente con semen congelado, ha sido, de lejos,
la biotecnologia reproductiva mas efectiva para la mejora genética selectiva en la
produccién de animales de granja (Adams et al. 2009), siendo una herramienta Gtil para
diseminar las caracteristicas de los macho con alto valor genético, contribuyendo

sustancialmente en el mejoramiento genético de bovinos lecheros (Huanca 2012)

En alpacas, el desarrollo de la 1A se limita al uso de semen fresco diluido e utilizado
inmediatamente. Los primeros estudios fueron de Férnandez-Baca y Novoa (1968)
utilizando la inseminacion transcervical, obteniendo solo 1 cria (tasa de natalidad: 2%).
En ese mismo afio, Calderdn y colaboradores también inseminaron por via transcervical,
obteniendo una tasa de prefiez de 46.6%. Estudios en llamas y alpacas por inseminacion
transcervical (Leyva et al. 1977) reportan una tasa de prefiez de 39%. Bravo et al. (1997)
realizan inseminaciones transcervicales y laparoscopicas, obteniendo una tasa de prefiez
de 68%. ElI CIP Quimsachata (INIA, Puno) (Desco 2017) reporta un porcentaje de
fertilidad de 43.4% en alpacas con semen fresco diluido. En un contexto de crianza em

comunidades campesinas se reporta una tasa de fertilidad de 62% y tasa de natalidad de
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48.2 % (Desco 2017). Huanca et al. (2007) obtienen resultados cercanos al 50% de tasa
de prefiez. Apaza et al. (2011) reportan una tasa de prefiez de 51% via transcervical.
Garcia et al. (2017) comparan el efecto de utilizar dos tipos diferentes de yemas de huevo
(fresca vs polvo) a diferentes temperaturas de refrigeracion, obteniendo tasas de prefiez
similares cuando la inseminacién se realizé con semen fresco (50 vs 46.7%), a 15°C (43.3
vs 40%) 0 a 5°C (33.3 vs 30%), respectivamente.

2.2.2  Ovulacion multiple y transferencia de embriones

El pobre éxito en la técnica de transferencia de embriones puede estar relacionado a la
alta variabilidad en la respuesta a los protocolos de superovulacién y a la baja tasa de
recuperacion embrionaria. Otra mayor limitacion es la recuperacién de embriones
eclosionados, siendo este estadio negativo para la manipulacion y criopreservaciéon de
embriones. Muchos de los protocolos de superovulaciéon han sido extrapolados de otros
desarrollados en vacunos y ovejas a pesar de que el tipo de ovulacion de los camélidos es
diferente. A pesar de los esfuerzos para mejorar los protocolos de superovulacion en
Ilamas y alpacas, la respuesta ovérica sigue siendo frustrante variable (Ratto et al. 2013).

El primer reporte en transferencia de embriones fue realizado por Sumar et al. (1974),
evidenciando la factibilidad de la aplicaciéon de la técnica, pero con las desventajas
anteriormente mencionadas. Igualmente, Del Campo et al. (1995) obtienen variabilidad
en la respuesta ovarica y en nimero y calidades de los embriones. En el 2004, los
resultados de un estudio (Huanca 2004) indican que después de la aplicacion de un
protocolo de superovulacion, se observo el crecimiento de 7.5 foliculos en alpacas, pero
solo se pudo recuperar 1,4 embriones por alpaca. Vivanco et al. (2014) obtiene una
tendencia de las alpacas a repetir su respuesta superovulatoria entre colecciones sucesivas
y una comprobada repetibilidad en su produccion de embriones transferibles entre

colecciones.

2.2.3 Fertilizacioén in vitro

Los primeros trabajos de investigacion en fecundacion in vitro en camélidos
sudamericanos se han realizado utilizando gametos recuperados de animales
beneficiados. Estos trabajos han sido de valiosa ayuda para intentar estandarizar

protocolos de maduracion y fecundacion in vitro. Sin embargo, ain no se ha determinado
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el tiempo de maduracion in vitro de ovocitos de alpacas y llamas, los ultimos trabajos de
investigacion apuntan a que se requieren alrededor de 40 horas para obtener altas tasas de
ovocitos en metafase Il. Se han realizado diversos trabajos de fecundacién in vitro de
ovocitos de alpacas y llamas, atn no existe un protocolo definido que permitan obtener
altas tasas de segmentacion y blastocistos, sin embargo, ya se han reportado gestaciones
en alpacas y llamas y el nacimiento de una llama la primera cria por fecundacion in vitro
(Ruiz 2015).

2.3 Fisiologia reproductiva de la alpaca hembra

2.3.1 Anatomia

El aparato reproductor de la alpaca hembra, al igual de las otras hembras, consta de un

par de ovarios, oviductos, Utero, vagina y vulva.

Los ovarios son de forma globular irregular, similar a los de la marrana, particularmente
cuando tienen varios foliculos (Sumar 1996). Miden 1.5 cm de longitud, 1.2 cm de ancho
y 0.9 cm de profundidad (Sato y Montoya 1990). Estan rodeados por una bursa ovaérica,
que se forma por un pliegue del mesosalpinx (Bravo et al. 2000).

Los oviductos son largos (20,4 £ 4,2 cm), tortuosos, finos y bastantes firmes y se pueden
palpar con facilidad. La porcion final es el itsmo, que actia como un esfinter para evitar

movimientos retrogrados de los fluidos contenidos en el Gtero (Sumar 1983).

El Gtero es de tipo bicorne y presenta cuernos, cuerpo y cérvix. Los cuernos estan
separados por un septo, siendo el cuerno izquierdo ligeramente mayor que el derecho, en
un 90 % de casos fue encontrado ser el mas irrigado. El cuerpo es de forma tubular
aplanada dorsoventralmente y con una tinica mucosa lisa (Sato et al. 1988). La cérvix es
estrecha, formada por 3 0 4 pliegues espirales que dan la apariencia de ser 2 o 3 anillos
(Smith et al. 1994).

La vagina tiene una longitud de 13 y 15 c¢cm y su diametro es de 3,5 a 5 cm
aproximadamente y se caracteriza por ser una estructura extensible que tiene una mucosa
que forma numerosos pliegues (Sumar 1985, Fowler 1989). El himen, o sus restos,

marcan la separacion entre la vagina y la vulva.
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La vulva puede medir 3 cm. y el clitoris es muy pequefio (Bravo et al. 2000). La mucosa
presenta ligeros pliegues longitudinales. El fornix vaginal de 0.5 a 1 cm de profundidad

se proyecta hacia la porcion vaginal del Gtero (Bustinza 2001).

2.3.2 Pubertad

La pubertad se caracteriza por la produccion de gametos y la expresion de receptividad
(celo). El inicio de la pubertad esté regulado por el eje hipotalamo- hipofisis-gonadal
(Hafez 2002). La madurez sexual en las alpacas hembra se da alrededor de los 2 afios,
siendo importante que el animal alcance el 60% del peso corporal de un adulto, lo que
supone unos 33-36 kg (Sumar 1985). ElI comportamiento sexual de las hembras

primerizas o de un afio se manifiesta con la sumision al macho (Bustinza 2001).

2.3.3 Estacionalidad

La estacionalidad en las alpacas sigue siendo un tema controversial. Por algunos autores,
la alpaca es considerada como una especie de actividad reproductiva estacional en
condiciones naturales, que tiene lugar entre los meses de Enero a Abril (Bustinza 2001),
siendo estos meses mas calidos del afio donde hay lluvias y abundante forraje verde
(Sumar 1996). En el caso de los machos, son capaces de producir eyaculados fértiles todo
el afo, pero al igual que en otras especies domésticas, la calidad del semen, asi como la
libido, se ven influenciados por la estacion del afio y disponibilidad de alimento
(Montalvo et al. 1979). En contraste, Sumar (2000) considera que las alpacas pueden
reproducirse durante todo el afio y por eso son consideradas como reproductores no
estacionales. Se ha sefialado que la actividad ovarica en alpacas se produce a lo largo de
todo el afio y que la estacion no afecta el nimero de foliculos > 6 mm observados en los

ovarios (Bravo y Sumar 1989).

Los factores responsables del inicio y término de la actividad reproductiva en condiciones
naturales de la crianza no son bien conocidos (Sumar, 1996). Sin embargo, mas alla de
los factores nutricionales o de manejo, se cree que factores ambientales como la
temperatura, humedad y luz, asi como estimulos visuales u olfatorios tienen influencia en
los centros del sistema nervioso central que controla el comportamiento reproductivo
(Brown, 2000).



Fernandez-Baca et al. (1972) estudiaron el efecto de la “asociacion continua” entre
hembras y machos en una misma punta por mas de 15 dias. Como resultado, se documentd
que existe una inhibicion en el interés sexual de los machos. Este hecho ha sido
reproducido tanto en machos enteros como vasectomizados y, solo al momento de
cambiar a las hembras, se elimina la inhibicion, reiniciandose la actividad copulatoria
(Fernandez-Baca et al. 1972). En las puntas donde machos y hembras estan juntos todo
el afio es evidente la presencia de este efecto inhibidor, esto explicaria la estacionalidad
reproductiva bajo tales condiciones a pesar de que las alpacas son sexualmente activas
durante todo el afio cuando los individuos de ambos sexos se mantienen separados (Novoa
1991).

2.3.4 Tipo de ovulacion y copula

En general, las hembras se clasifican de acuerdo con el proceso de ovulacién que
experimentan, clasificandolas en ovuladoras espontaneas u ovuladoras inducidas. Esto se
debe si la liberacion del 6vulo se produce por un control endocrino de la hembra o si es

necesario un estimulo externo para su realizacion.

Los camelidos sudamericanos son especies de ovulacion inducida, por lo tanto, no
presentan ciclos estrales definidos. No obstante, tienen periodos de receptividad sexual
bastante prolongados durante la época de apareamiento y en ausencia de machos pueden
durar hasta los 36 dias presentando breves interrupciones que no sobrepasan las 48 horas
(San Martin et al. 1968). Cuando la hembra es receptiva a la monta, no siempre esta ligado
a la presencia de un foliculo dominante. Este comportamiento puede darse por la

agresividad y sometimiento del macho a la hembra (Bravo y Jhonson 1994).

El comportamiento sexual demostrado por los camélidos sudamericanos machos puede
ser dividido en dos fases: cortejo y cOpula. Las hembras no prefiadas estan en estro
continuamente y cuando los machos son introducidos al rebafio, ellos van a intentar
aparearse con la primera hembra receptiva que encuentren, mediante la deteccion de
feromonas usando la respuesta “flehmen”. Las observaciones en campo han mostrado una
conducta peculiar de la alpaca macho. Esta muestra una actitud activa y en ocasiones
agresiva durante el apareamiento, en contraste con la actitud pasiva de la hembra (Sumar
2000).



El proceso de la copula en los camélidos es Unico, por muchas razones: duracién de la
copula, tiempo de eyaculacion, lugar de dep6sito del semen, y comportamiento del macho
(Bravo 2002). Esta fase ocurre cuando la hembra adopta la posicion de cépula en decubito
ventral con las extremidades inferiores metidas debajo del cuerpo (England et al. 1971).
El macho cubre a la hembra, apretando los hombros de la hembra con sus codos, y su
metatarso lo apoya en el suelo, lateral a los de la hembra (Novoa 1970). El pene se vuelve
rigido, y el proceso uretral empieza a realizar movimientos semi-rotativos. Cuando la
vulva es localizada, el macho se acerca mas a la hembra, y posiciona sus corvejones
paralelos a los de ella. Ademas, la espalda del macho esté es recta; sin embargo, cuando
ya se dio la penetracion, la espalda del macho se encorva y la region sacra del macho se
coloca en una posicion vertical y muy cerca al perineo de la hembra (Bravo et al. 2002).
El macho muestra su excitacion mordiendo las orejas de la hembra, con su cola
moviéndose de arriba para abajo, la dilatacion y contraccion de los ollares y la
vocalizacion (Novoa 1970). El sonido gutural caracteristicos de los machos durante el
empadre es un aspecto integral en la liberacién de la LH preovulatoria (Bravo y Jhonson
1994). La duracion de la copula es determinada por el macho, y puede durar de 5 a 50
minutos (promedio de 25 minutos). La competencia entre machos acortara el tiempo,
especialmente cuando un grupo de machos estdn montando a varias hembras, como ocurre
en Peru (Bravo et al. 2002).

El macho penetra la cérvix con el pene, y va depositando el semen continuamente en los
dos cuernos uterinos usando leves movimientos de empuje, como lo confirma un trabajo
de palpacion uterina via laparotomia durante la copula (Franco et al. 1981; Bravo et al.
2002; Bravo y Jhonson 1994).

2.3.5 Crecimiento folicular

Mediante el uso de ultrasonografia, se ha podido determinar que las alpacas hembra, en
ausencia de copula, muestran oleadas de crecimiento folicular de manera continua, de
manera similar a lo observado en otras especies domésticas (Vaughan et al. 2001). Pero
a diferencia de otras especies, no se producira la ovulacion, por lo tanto, no se dara la
formacion de un cuerpo lateo, de tal forma que el foliculo dominante se llega a atresiar

(Sumar 2000). Por lo tanto, en el crecimiento folicular, se distinguen las fases de
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crecimiento, estatica y regresion. Cada etapa dura 4 dias en promedio, siendo el tiempo
total de la onda folicular 12 dias (Bravo y Sumar 1989).

En la fase de crecimiento, podemos apreciar el reclutamiento o emergencia de la onda
folicular, caracteriza por el crecimiento de un grupo de foliculos antrales de 2 a 3 mm
hasta alcanzar un didmetro de 4 a 5 mm. A partir de este momento se establece la
seleccion, que permite que uno de los foliculos continte creciendo, mientras que el resto
sufre atresia (Adams et al. 1989).

En la fase de estatica, el foliculo dominante (didametro entre 7-12 mm) inhibe el
crecimiento de nuevos foliculos en ambos ovarios, probablemente, a través de la
secrecion de inhibina (Tibary 2001). Se ha comprobado la existencia de una correlacion
positiva entre el tamafo del foliculo dominante y las concentraciones plasmaticas de 17f3-
estradiol y urinarias de sulfato de estroma, tanto en alpacas como en llamas (Bravo y
Jhonson 1994, Chaves et al. 2002), siendo, en alpacas, la mayor concentracién de
estradiol cuando el foliculo adquiere su diametro maximo a los 8 dias del inicio de la
oleada de crecimiento (Vaughan 2001). Existe alternancia entre los ovarios para las
oleadas foliculares (Adams et al. 1990, Vaughan et al. 2004). La presencia de un cuerpo
luteo en el ovario sea de ciclo o de gestacion, no afecta al nimero de foliculos en

crecimiento (Del Campo et al. 1995).

En la fase de regresion, como se mencioné anteriormente, el foliculo dominante, al no

haber cdpula, se atresiara.

2.3.6 Endocrinologia de la ovulacion

Para que pueda ocurrir el mecanismo de la ovulacién, se requiere de un pico preovulatorio
de LH. Ademas, para que se de este proceso fisioldgico, debemos recordar que existen
hembras de ovulacion espontanea y ovulacion inducida. En los animales de ovulacion
espontanea se va a producir un efecto estimulador mediante las altas concentraciones de
estradiol producido por el foliculo dominante sobre el eje hipotalamo-hipofisis, en bajos
niveles de progesterona. Las ovuladoras inducidas, como las conejas, hurones hembra,
gatas, camellos hembra, llamas hembra y alpacas hembra, necesitaran un estimulo externo

(copula) para poder liberar el ovocito proveniente del foliculo.
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En el eje hipotalamo-hipofisis-ovarico, la hormona liberadora de gonadotrofinas o GnRH
es la hormona clave que controla la funcion reproductiva en todas las especies
vertebradas. Su principal accion, en ovuladoras inducidas, es la activacion de las neuronas
noradrenérgicas del cerebro medio y del encéfalo como consecuencia a las sefiales

somatosensoriales genitales generadas por la copula (Hafez y Hafez 2002).

La descarga preovulatoria de LH altera la estructura y funcion del foliculo preovulatorio
antes de que se produzca la ovulacion, provocando la maduracion del ovocito, la
expansion de las células del cumulo y la ruptura de la pared folicular. El pico de LH
estimula también la produccion de PGF2a en el ovario la cual produce la contraccion de
la musculatura lisa del ovario provocando la liberacion de los lisosomas de las células de
la granulosa deteriorando aun mas el tejido conectivo que envuelve la zona del apex
folicular. Todos estos mecanismos producirdn la rotura de la pared del foliculo y la

consecuente liberacion del ovocito.

Fernandez-Baca (1970) realiza un estudio en Ilamas, demostrando la existencia de un
incremento significativo de los niveles plasmaticos de LH entre los 15 a 40 minutos
después del inicio del coito, como consecuencia de un reflejo neuroendocrino. Los
estimulos neuronales que desencadenan dicho reflejo involucran la estimulacion del
cérvix durante la penetracidn, los sonidos emitidos por el macho y el contacto fisico. Otro
estudio similar es el de Bravo et al. (1990), en el cual el pico madximo de LH se presenta
a las 2 6 3 horas de la monta, retornando a niveles basales al cabo de 7 a 12 horas de la
misma. Afios mas tarde, se ha determinado la presencia en el semen de un factor inductor
de la ovulacién de naturaleza proteica de una masa molecular de 14 KDa, y 12-23 AA,

cuyo efecto es luteotropico (Chen et al. 1984, Ratto et al. 2013).

En alpacas, la ovulacién requiere un foliculo dominante con un didmetro mayor a los 6
mm y se encuentre en fase de crecimiento (Adams et al. 1990). Cuando el didmetro
folicular es menor o el foliculo se encuentra en fase de regresién, la ovulaciéon no se
produce (Bravo et al. 1991). La ovulacién se produce con similar frecuencia en ambos

ovarios (Fernandez-Baca et al. 1970).
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Luego del pico de LH, comienza el proceso de luteinizacion. Las células de la granulosa
modificaran la secrecion celular de estr6genos a progesterona. Segun los estudios de
Sumar (1996), tras la descarga de LH, se observara un aumento de los niveles de
esteroides, pasando de 100-200 pg/ml a méas de 700 pg/ml) y, posteriormente, descendera

a partir de las 18 horas postcopula (Bravo et al. 1990).

El intervalo entre la emergencia de dos oleadas de crecimiento folicular consecutivas
difiere en las distintas especies de camélidos siendo de 12 a 16 dias en alpacas (Vaughan
et al. 2004), 18 dias en llamas (Adams et al. 1990, Chavez et al. 2002). No obstante,
Bravo y Sumar (1989) observaron que el intervalo entre la presencia de dos foliculos

dominantes sucesivos era de 11-12 dias tanto en alpacas, como llamas.

Algunos estimulos fisicos, auditivos, olfatorios o visuales pueden inducir la ovulacion,
pero su efectividad es considerablemente inferior a la de los estimulos coitales. En estas
circunstancias se habla de ovulaciones espontaneas, siendo su presentacion inferior al 5-
10% y observandose preferentemente durante el postparto (Bravo y Sumar 1989).
Fernadndez-Baca et al. (1970) demostraron que la cOpula con machos enteros o
vasectomizados provocaba la ovulacion 77-82%, mientras que en los casos en los que se
producia la monta sin intromision el nimero de ovulaciones eran muy bajo. En el caso de
la ovulacién espontéanea, un estudio realizado en alpacas sefiala que se produce en el 3,5%

de los foliculos mayores de 6 mm (Bravo y Sumar, 1989).

El intervalo entre la copula y la ovulacion es aproximadamente de 30 h (rango de 24 a 48
h) en la alpaca (Adams y Ratto 2001, Huanca et al. 2001, San Martin et al. 1968).
Mientras que en llamas Adams et al. (1990) observaron que el intervalo entre la copula y
la ovulacidn es bastante constante, de tal forma que el 96% de los animales ovularon en
el transcurso del segundo dia posterior al coito y solamente un 4% lo hizo en el tercer dia.
No se ha observado ninguna influencia del tamafio del foliculo dominante en el intervalo
copula-ovulacién (Adams et al. 1990). Sin embargo, se ha comprobado que la velocidad
de crecimiento del foliculo dominante desde la monta hasta la ovulacion depende del
tamafio del mismo. Cuando su diametro estaba comprendido entre 7 y 9 mm su
crecimiento fue de 0,6 a 1 mm/dia, mientras que los foliculos con un didmetro entre 10 y
12 mm solamente crecian 0,2 mm/dia (Adams et al. 1990). Las ovulaciones tienen lugar

en ambos ovarios con una frecuencia similar, a pesar de que la mayor parte de las
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gestaciones se localicen en el cuerno izquierdo (Fernandez-Baca et al. 1970). Tampoco
se ha podido comprobar que el ovario de procedencia del ovocito tenga ninguin efecto en

la probabilidad de que se produzca una gestacion (Vaughan et al. 2003).

2.3.7 Meétodos artificiales de induccién de la ovulacion

En los animales de granja es comun aplicar protocolos hormonales para poder manipular
sus ciclos ovaricos. Esto da como resultado la sincronizacion de sus ondas foliculares
para poder determinar el momento exacto de la ovulacién y realizar la inseminacion
artificial o poder realizar lavados uterinos para la recuperacion de embriones y su

posterior transferencia.

Las alpacas y llamas pueden ovular sin el estimulo exdgeno de la copula, mediante
inyecciones de hCG (hormona gonadotropina coridnica humana) que tiene accion similar
a LH. Esto lo demuestra el estudio de Fernandez Baca et al. (1970), los cuales utilizan
una dosis de 10 a 1600 Ul de hCG administrada via endovenosa que produjo la ovulacion
24 horas después de la aplicacién. La ovulacidén también puede ser inducida exitosamente
por una inyeccion directa de 1 mg de LH o por 4.8 mg de GnRH (Sumar 1985). De forma
similar Bravo et al. (1990) sefialan que 750 Ul de hCG fue suficiente para inducir
ovulacion en 100% de alpacas y 80 — 800 ug de GnRH provocaron la ovulacion en 80%

de llamas y alpacas.

Otros estudios indican que en el semen existe un factor que puede inducir la ovulacion en
alpacas. Rios (1989) realizaron un estudio donde colocaron el semen de alpaca en el
fornix vaginal de alpacas. Esto trajo como consecuencia la induccion de la ovulacion en
el 53% de las hembras. Més adelante, se confirma la presencia de un factor inductor de
ovulacidn en el plasma seminal de camélidos sudamericanos que provoca un incremento
en las concentraciones de LH e induce una respuesta ovulatoria y luteotropica en mas del
90% de animales tratados. (Adams et al. 2005).

2.4  Evaluacion de la reserva ovérica

La definicion del término “reserva ovarica” aun no esta bien precisada. Estrictamente,

corresponderia a la cantidad de foliculos primordiales presentes en ambos ovarios, pero
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esto solo se podria examinar mediante cortes histolégicos por el pequefio tamafio que

presentan.

En una nueva onda folicular, un grupo de foliculos primordiales sera reclutado, por lo
tanto, éstos iniciaran la foliculogénesis en el ovario, evolucionando a foliculos primarios,
secundarios o preantrales, no identificables por ecografia. Una proporcion de éstos llegara
a la etapa de foliculos antrales pequefios, los cuales son sensibles a las hormonas
gonadotropinas y ya son identificables mediante ecografia. Solo uno de estos foliculos,
en el caso de las especies de una sola cria, alcanzara la dominancia y llegara a su Ultima

etapa como foliculo preovulatorio (Lonegro et al. 2016).

Los foliculos antrales pequefios son los primeros estadios sensibles a la FSH, por lo que
nos pueden ayudar a predecir la respuesta a los protocolos de superovulacion y es factible
su cuantificacion mediante la ultrasonografia o por marcadores hormonales. Por esta
razon, muchas investigaciones consideran a los foliculos antrales pequefios como parte
de la reserva ovarica, los cuales se correlacionan con la fertilidad del individuo (Silva-
Santos et al. 2013).

2.4.1 Conteo de foliculos antrales

El conteo de foliculos antrales (AFC) es un método directo, econdémico y facil de realizar
para cuantificar solo los foliculos con cavidad antral. Burns et al. (2005) demuestran que
el uso de la ultrasonografia es un método confiable para contabilizar la cantidad de
foliculos antrales mayores de 3 mm de diametro, teniendo una alta variacion entre las
vacas, pero alta repetibilidad en el mismo individuo. Ireland et al. (2008) muestran en su
investigacion que el AFC puede predecir el nimero de ovocitos morfoldégicamente sanos

y la cantidad de foliculos en novillas.

Varias investigaciones relacionan el AFC con las concentraciones de la hormona
antimdlleriana (AMH). Torres-Rovira et al. (2014) demuestra que el conteo de foliculos
antrales y la hormona antimulleriana estan correlacionados positivamente con la cantidad
de foliculos post estimulacion hormonal. En mujeres, la variacion del conteo folicular se
evidencia en la fluctuacion de la concentracion de la hormona antimilleriana (Depmann
et al. 2016).
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La evaluacion del AFC es de vital importancia porque estima la respuesta ovarica a los
tratamientos de superovulacion, ayudando a predecir la capacidad reproductiva de

mujeres y animales.

2.4.2 Marcadores hormonales

Existen diferentes marcadores hormonales que se correlacionan con la cantidad de los
foliculos en crecimiento. Una manera de clasificarlos seria por produccion directa o
indirecta. En las directas, estan consideradas las que se producen durante el desarrollo
folicular, independientemente de la estimulacion folicular (inhibina B y hormona
antimdlleriana). En las indirectas, se basa en la produccion de hormonas a través del
proceso de retroalimentacion (FSH, LH y estradiol).

a. Hormona foliculo estimulante

La hormona foliculo estimulante (FSH), es una hormona glucoproteica, con un
peso molecular de 37.300 Daltons (Grimek et al. 1979). Consta de dos
subunidades distintas: una subunidad a, estructuralmente similar a la hormona
luteinizante (LH), y una subunidad B, responsable de su actividad bioldgica. FSH
se produce en células gonadotropicas de la region central de la hipofisis anterior,
y su sintesis y secrecion esta regulada por sefiales neurales y gonadales
(Padmanabhan et al. 2002).

FSH es necesaria para el crecimiento de foliculos antrales. Las células de la
granulosa se dividen por mitosis incrementando las capas que rodean al ovocito |
y aumentando el tamafio folicular. Ademas, juntamente con la LH, ayudan a la
sintesis de estradiol mediante la activacion de la enzima aromatasa en las células
de la granulosa (Gigli et al. 2006). A su vez, estos niveles mayores de estradiol
inducen a la glandula pituitaria que produzca menos FSH (retroalimentacién
negativa) (Kumar et al. 1999). La FSH también esta involucrada en una mejor
nutricion del foliculo dominante, pues ayuda a aumentar su vascularizacion (Gigli
et al. 2006).
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Lépez et al. (2005), estudio las concentraciones sericas de FSH con la cantidad de
foliculos dominantes que se pueden desarrollar en vacunos, encontrando una
correlacion positiva entre ambos, a diferencia de otro estudio (Ireland et al. 2007)
que demuestra una relacion inversamente proporcional entre la concentracion de
FSH y el nimero de foliculos totales durante la onda folicular en vaquillas. Otros
estudios reportan que el aumento de la concentracion sérica de FSH esté asociados
con el agotamiento de la reserva ovarica, disminucion de la capacidad de respuesta
a la estimulacién de gonadotropinas, reduccion en el éxito de la FIV o disminucion
de la fertilidad durante el envejecimiento ovéarico en las mujeres (Scheffer et al.
2003) y en bovinos (Malhi et al. 2005).

La gran desventaja de utilizar FSH como un marcador de la reserva ovarica es su
alta variabilidad durante la onda folicular y entre ondas foliculares del ciclo
menstrual (Kwee et al. 2004), lo que se asume que también se daria en un ciclo
estral. Para protocolos de superovulacion, una desventaja es la vida media de esta
hormona (110 minutos), lo que obliga a realizar aplicaciones repetidas para

conseguir una buena estimulacion ovarica (Moor et al. 1984).

En las hembras de los camélidos los niveles basales de FSH han sido establecidos
en valores proximos a los 5 ng/ml. No obstante, en algunas etapas del ciclo alcanza

valores de 15-20 ng/ml manteniéndose durante 5-6 dias (Bravo et al. 1988).

. Hormona Inhibina

La inhibina es una glucoproteina heterodimérica producida por las células de la
granulosa del foliculo dominante. Estan formadas por la unién de las subunidades
oy B. La union de la subunidad a con la subunidad BA, forma la inhibina A. La
union de la subunidad a con la BB, forma la inhibina B. Su accion es paracrina,
inhibiendo el crecimiento de los foliculos subordinados. Ademas, actuan de forma
sistémica, inhibiendo la secrecién de FSH a nivel de la hipofisis, formando un

circuito de regulacion (Gigli et al. 2006).

La inhibina A es secretada principalmente por los foliculos dominantes y el cuerpo

luteo, variando sus concentraciones a lo largo de la onda folicular (Robertson
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2012). Por el contrario, la inhibina B es el producto de los foliculos en desarrollo
temprano. Welt (2002) sefiala una relacion positiva entre la FSH y la inhibina A
en el suero, mientras que, en la fase folicular, la inhibina B es inversamente

proporcional a la FSH.

Fried et al. (2003) observo que la inhibina B en el fluido folicular y en el suero
estaba altamente correlacionado con el nimero de ovocitos recuperados, pero no
con el resultado de la fertilizacion in vitro. Por lo tanto, la inhibina B podria ser
considerada marcador de la respuesta ovérica, pero no de la calidad de ovocitos o
embriones (Revelli et al. 2009).

. Hormona antimilleriana

Los inicios del estudio de la AMH estan relacionados con la diferenciacion sexual
en el embrion y fue por primera vez propuesto por Alfred Jost en 1947, siendo una
sustancia inhibidora de los conductos de Miller (Josso et al. 2006), por eso
también se le conoce como Sustancia Inhibidora de Miiller (MIS). Es una
glicoproteina (Budzik et al.1980) perteneciente a la superfamilia del Factor de
Crecimiento Transformante beta (TGFp) de los factores de crecimiento (Cate et

al. 1986).

La produccion de AMH se debe a las células que nutren, protegen y regulan las
células germinales: las células de Sertoli de los testiculos y las células de la
granulosa del ovario. Esto sugiere que la AMH tiene papeles antiguos en la
filogenia como un regulador de las células germinales. En hembras, es producida
exclusivamente por células de la granulosa de foliculos en crecimiento
(preantrales y antrales pequefios) (Munsterberg y Lovell-Badge 1991). La AMH
se expresa en los foliculos que ya fueron reclutados, pero que ain no fueron
seleccionados para ser dominantes. Previo y posterior a estos 2 puntos, la AMH
no se expresa (Capecce et al. 2016). Por lo tanto, la AMH indicaria la actividad
de los foliculos preantrales y antrales pequefios, posiblemente prediciendo la
calidad de la reserva ovarica y la respuesta ovarica a los protocolos de
superovulacion (Figura 1). Ademas, en la foliculogénesis, regula el paso de los

foliculos primordiales hacia foliculos primarios. Esto fue estudiado en ratones
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knockout, en los cuales se observé que el pool folicular se agotd antes que en los
ratones con el tipo comun. De estos resultados, se concluyo que el reclutamiento

de foliculos primordiales es inhibido por la AMH (Durlinger et al. 1999).

Se ha identificado un receptor tipo |1 (AMHRII) y se ha demostrado ser especifico
y necesario para la sefializacion de AMH (Baarends et al. 1995). La funcién
principal de estos receptores es la activacion de los receptores tipo I, con los cuales

se inicia la sefializacion downstream (Moustakas y Heldin 2009).

Reclutamiento Inicial FSH  Reclutamiento ciclico
b Liquido
AMH I ' folicular

A
Cel.
.

a T é granulosa
=~0-@®- O @ -

Ovocito
Fol. Fol. Antral
primordial secundario Preantral pequeiio Antral Preovulatorio

Figura 1: Secrecion de AMH en el crecimiento folicular (Broekmans et al. 2008)

-

L VT2

Figura 2: Via de sefializacion de la AMH (Visser et al. 2005)
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1  Lugar de estudio

La investigacién se realizé entre los meses de enero y marzo del 2016 y noviembre a
marzo del 2017 en el CIP Chuquibambilla de la Universidad Nacional de Altiplano
(UNA), ubicado en el distrito de Umachiri, provincia de Melgar y region de Puno, a 3920
m.s.n.m., 14°47°37” latitud sur y 70°47°50” longitud oeste (Figura 3). Las ¢épocas de
lluvia y seca son definidas con una precipitacion maxima de 156 mm, minima de 2 mm,

la temperatura maxima 8.5 °C y minima de -2 °C y humedad relativa de 67.8%.

El andlisis de muestras se realiz6 en el Laboratorio de Investigacion de Enfermedades
Infecciosas de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH), ubicado en el distrito

de San Martin de Porres, en la ciudad de Lima.
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3.2 Materiales

Los materiales, reactivos y equipos se presentan en el Anexo 1. Parte de los insumos y
equipos de laboratorio estuvieron a disposicién en el Laboratorio de Investigacion de
Enfermedades Infecciosas (UPCH), Laboratorio de Biotecnologias Reproductivas
(Universidad Nacional Agraria La Molina, UNALM) y en el CIP Chuquibambilla (UNA),
mientras que los reactivos y medicamentos fueron financiados por el Consejo Nacional

de Ciencia, Tecnologia e Innovacion Tecnologica (CONCYTEC).

3.3 Animales

Se utilizaron 52 alpacas suri, hembras, vacias, en edad reproductiva (3 a 7 afios), en
condicion corporal entre 2.5 a 3.5 (Figura 4) y con la presencia de un foliculo
preovulatorio (diametro > 7 mm) determinado mediante ecografia transrectal del C.I.P.
Chuquibambilla. Durante los estudios, las alpacas estuvieron en la misma punta y fueron
pastoreadas en pastizales de condicién regular y composicion floristica con especies de

los géneros Festuca, Muhlenbergia, Trifolium, Carex y Calamagrostis.
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3.4 Metodologia experimental

3.4.1 Estudio I: Cuantificacién de hormona antimulleriana por edades y entre
grupos de alta y baja concentracion

De la poblacién total de alpacas del CIP Chuquibambilla, se seleccionaron alpacas suri
hembras vacias, entre 3 a 7 afios y mediante ecografia (Esaote Tringa, transductor lineal
de 5 MHz) se detecto a las hembras que presentaban un foliculo de tamafio mayor a 7 mm
con ausencia de cuerpo lateo en cualquiera de los ovarios, obteniendo 52 alpacas con
estas caracteristicas para el estudio. Luego, se sincronizé la ovulacion con una dosis unica
de 1 ml (0.0042 mg) de un anélogo a la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)
(Conceptal®, Intervet International GmbH, Alemania) via intramuscular (Gonzales et al.
2011, Huanca 2008, Pacheco et al. 2016). Al dia 5 postinduccion, se tomo6 una muestra
de sangre de la vena yugular mediante puncion directa (Gémez et al. 2003) con un tubo
al vacio de 3 ml con anticoagulante EDTA (Vacutainer ® EDTA K2) y una aguja de 21
G de 1 x 1% para inmediatamente ser centrifugadas (3000 RPM por 15 minutos).
Terminado el proceso de centrifugacion, se separ6 el plasma sanguineo en microtubos de
2 ml, almacenandolo en una congeladora a -20°C. Las muestras fueron transportadas en
una caja de poliestireno expandido con hielo seco hacia el Laboratorio de Biotecnologias
Reproductivas de la UNALM y se almaceno en una congeladora a -20. El dia del anélisis,
las muestras fueron transportadas en la misma caja de poliestireno expandido con bolsas
de gel refrigerante hacia el Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Infecciosas de

la UPCH, evitando romper la cadena de frio.

Se utiliz6 un kit comercial validado para alpacas por Céliz (2017) para realizar un ensayo
por inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) tipo sandwich de 96 pocillos (Rata y
raton AMH ELISA AL 113, Ansh Labs, USA) para poder cuantificar la concentracion de
AMH en plasma sanguineo en ng/ml (1 ng/ml AMH =7.14 pmol/L) mediante la deteccion
colorimétrica por absorbancia del largo de onda con filtros de 450 mm y 630 mm, siendo
el rango dindmico de 0.23 ng/ml a 15 ng/ml (especificaciones del fabricante). Las
muestras se descongelaron una sola vez y, juntamente con los reactivos, se atemperaron
a 20°C (temperatura ambiente). Los estandares, las muestras de plasma sanguineo y el
control negativo (plasma sanguineo de raton macho castrado) se evaluaron por duplicado.
Las muestras en que el coeficiente de variacion fue mayor de 15 fueron retiradas del

estudio. La preparacion de los reactivos, la preparacion de las nuestras y el procedimiento
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de la prueba se realizaron segun las indicaciones del fabricante. Para cuantificar la
concentracion de la hormona, se midio la absorbancia en un lector de Elisa. Después de
obtener la concentracion de AMH por cada alpaca, se evalud el promedio de
concentracion de AMH por edades. Luego, los animales fueron separados segun su
concentracion de AMH por cuartiles (cada grupo conformado por 9 o 10 animales) y se
compar6 los grupos extremos: baja concentracion (animales por debajo del cuartil pl) y

alta concentracion (animales por encima del cuartil p3).

3.4.2  Estudio Il: Comparacién de cantidad y tamarios de foliculos entre grupos
de alta y baja concentracion de hormona antimulleriana

De los grupos extremos, se selecciono al azar 7 animales del grupo de baja concentracion
y 6 animales del grupo de alta concentraciéon de AMH. Mediante ultrasonografia (Esaote
Tringa, transductor lineal de 5 MHz), se evalu6 por tres dias consecutivos a estos animales
para hacer el seguimiento de la onda folicular y, cuando presentaron un foliculo
preovulatorio (diametro > 7 mm), se indujo a ovulacion con una dosis Unica de 1 ml
(0.0042 mg) de un andlogo a la GnRH (Conceptal, Intervet International GmbH,
Alemania) via intramuscular. Se realiz6 ecografias los dias 3, 4 y 5 post induccién para
confirmar la ovulacion en base a la desaparicién del foliculo dominante detectado
previamente y evaluar el crecimiento de los foliculos. Al dia 5, ademas, se realiz6 un
procedimiento quirdrgico (Figura 5), utilizando la técnica de laparotomia medial caudal
con un protocolo anestésico de ketamina-xilacina (mas detalle en las secciones 3.5y 3.6).
Inmediatamente después que los ovarios fueron expuestos, se contaron y midieron los
foliculos con un calibrador de Vernier. La aspiracion folicular se realizé con una aguja de
18G x 1 pulgada conectada a una jeringa totalmente de plastico de 5 ml con 1 ml de medio
para coleccién de embriones (BioLifeTM Advantage, Agtech, USA) atemperado a 37°C.
Se procedi6 a aspirar los foliculos de diametro entre 3 a 7 mm. Cuando se completé la
aspiracion folicular en un ovario, el contenido de la jeringa se vacio en una placa de Petri
de 30 mm x 15 mm que contenia 2 ml del medio (BioLifeTM Advantage, Agtech, USA)
que estaba atemperada a 37°C en una placa térmica hasta su bsqueda. Luego, se realizo el

mismo procedimiento en el otro ovario.
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Figura 5: Esquema experimental para las alpacas seleccionadas para cirugia

3.4.3 Estudio Ill: Relacién entre calidad de ovocitos con grupos de alta y baja
concentracién de hormona antimulleriana

Después del estudio 11, se procedié a aspirar los foliculos mayores a 3 mm y que
en el seguimiento ecografico no estaban atresiandose. Luego, se procedid a la
busqueda de los complejos cumulus ovocito (COCs) con un estereoscopio,
separandolos en una placa de 4 pocillos con 0.5 ml del medio a 37°C (BioLife™
Advantage, Agtech, USA) segun la categoria que le correspondia. Los COCs se
categorizaron por la compactacién y capas de las células del cumulus y la

homogeneidad del ooplasma segln la Tabla 1 (de Loos et al. 1992).

Tabla 1: Categorizacion de los ovocitos

Categoria COCs

Varias capas (més de 3) de células del cimulus

A Ooplasma homogéneo
Algunas capas compactas de células del camulus (2 a 3 capas)

5 Ooplasma homogéneo, pero con una apariencia mas oscura
Ovaocito casi desnudo, con pocas células del caimulus.

c Ooplasma irregular

o Ovaocito desnudo

Ooplasma granulado
FUENTE: Adaptacion de de Loos et al. 1989
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3.4.4 Estudio IV: Cuantificacion de la hormona antimtlleriana en la onda folicular

Se selecciono al azar 5 alpacas hembra suri, entre 5 y 6 afios, con un foliculo dominante
y se indujo a ovulacion segun lo descrito en el Estudio 1. Se realizé el seguimiento
ecogréafico de la onda folicular y se tomo de muestras de sangre cada 4 dias, realizando
los mismos procedimientos en cuanto a coleccion, procesamiento, almacenamiento y
analisis de muestras descrito en el Estudio 1. Después de obtener las concentraciones por
alpacas, se relacion6 con el crecimiento del foliculo dominante (Figura 6).
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Induccadn de (ima muestra
avulacion i sangne

Figura 6: Esquema del seguimiento de la onda folicular

3.5  Procedimiento quirargico

3.5.1 Preoperatorio

Se evalud clinicamente a cada animal mediante su resefia (especie, raza, sexo y edad), la
anamnesis (Gltima fecha de paricion, enfermedades previas, fecha de desparasitacion),
examen fisico en reposo: auscultacion, mensuracion, evaluacion de mucosas (Ccama
2017), peso y condicién corporal, estando aparentemente sanos. No se realizaron
exdmenes complementarios. Los animales estuvieron en ayunas de alimento y agua 24
horas previas a la intervencidn quirtrgica en un ambiente cerrado con techo, alejado de
otros animales, sin ruidos. Mediante sujecion, se realiz6 la tricotomia de la regién

operatoria.

3.5.2 Trans operatorio

Realizada la anestesia, se colocé al animal en decubito dorsal en una camilla para
laparoscopia modificada para alpacas, dandole una inclinacion de 30°, consiguiendo tener

el tren posterior mas alto que el tren anterior. Se realizo la antisepsia de la zona de
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intervencion, que constd de lavados con clorhexidina al 4% y el embrocado con alcohol
yodado. Inmediatamente, se colocé los campos estériles y se realizd la técnica de
laparotomia medial. Se monitorearon las constantes fisiologicas cada 5 minutos,
manteniendo al animal dentro de los parametros normales como temperatura corporal
(38-39 °C), frecuencia cardiaca (60 — 80 latidos/minuto), frecuencia respiratoria (10-30

respiraciones/minuto) y mucosas (rosadas) (Lin y Walz 2014).

3.5.3 Postoperatorio

La atencidn post operatoria consistié en un tratamiento con antibidtico con penicilina-
estreptomicina 20/20 utilizando dosis de 1 ml/25 kg de peso vivo cada 24 horas durante
5 dias. Para el manejo del dolor e inflamacion se emple6 diclofenaco sédico de 25 mg,
utilizando una dosis de 1ml/25 kg de peso vivo cada 24 horas durante 5 dias. El
tratamiento topico de la herida quirdrgica fue a base de fenol violeta hasta culminada la
cicatrizacion de la herida quirdrgica de la piel. A los 10 dias se procedi6 a retirar los

puntos.

3.5.4  Técnica de laparotomia medial

Antes de iniciar la técnica, se procedio a realizar un bloqueo local por infiltracion en
retirada (Arribas et al. 2001). Se realizé inyecciones de 0.5 ml del anestésico (lidocaina)
sobre el tejido subcutaneo y la dermis de la linea de incision, avanzando lentamente y
cambiando la posicion de la aguja para el sentido contrario, evitando asi realizar varias
punciones. Se realizé la incisién de 10 cm sobre la piel en la linea media, desde la cicatriz

abdominal hasta aproximadamente 5 centimetros antes de la glandula mamaria.

Con la ayuda de una tijera de Metzembaum, se procedi6 a desbridar el tejido subcutaneo
por divulsion estrellada hasta llegar a la linea alba, la cual se incidid hasta llegar al
peritoneo, el cual también se incidi6 para poder localizar los ovarios y exteriorizarlos.
Finalmente, el cierre de la cavidad abdominal se realizé en 4 planos: peritoneo, linea alba,

tejido subcutaneo y piel (Espezua et al. 2015, Mendoza et al. 2007)
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3.6  Protocolo anestésico

3.6.1 Preanestesia

Se realizo con xilacina a una dosis de 0.35 mg/kg intramuscular (IM) y se esperé que el

animal bajara la cabeza para proceder a la induccion (Lin y Walz 2014).

3.6.2 Induccion

Se indujo con una dosis de ketamina de 5 mg/kg intravenosa (V) (EspezuUa et al. 2015,
Liny Walz 2014).

3.6.3 Mantenimiento

Se administré la mitad de la dosis de induccion en bolos repetidos (Espezia et al. 2015)
cuando el animal comenzaba a tener movimientos voluntarios. Ademas, se utilizé

tramadol IM en una sola aplicacion de 2 mg/kg (Lin y Walz 2014).

3.6.4 Despertar

A los pocos minutos del término de la cirugia, las alpacas se ponen de pie
espontaneamente y. al dia siguiente, estdn consumiendo alimento y agua en forma normal
(Cabrera et al. 1996).

3.7 Registro de informacion

Toda la informacién recogida en cada una de las etapas del trabajo experimental fue
anotada en una ficha individual para cada uno de los animales. Los datos recogidos fueron
namero y dimensiones de las estructuras presentes en el ovario en cada una de las
exploraciones ecograficas, numero y tamafio de foliculos totales, nimero y calidad de

ovocitos correspondientes a cada una de las categorias establecidas (Huanca 2008).

3.8 Andlisis estadistico

El software libre utilizado fue el R Statistical Project 3.2.1.1 y las librerias utilizadas

fueron Ime4, Ismeans y agricolae.
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3.8.1 Descriptivo

De los animales muestreados, se retir6 a los que dieron como resultado valores atipicos y
a los que en las muestras pareadas tenian un coeficiente de variacién mayor a 15 en la
concentracion de la hormona segun el ELISA. Se hizo un estudio observacional de la
concentracion de AMH, se hicieron grupos segun la edad y utilizando extremos de los
cuartiles para concentraciones altas y bajas de AMH. El andlisis descriptivo se hizo con

estadigrafos como el promedio, méaximos, minimos y error estandar.

3.8.2 Modelo estadistico

Para el Estudio I, la variable respuesta fue concentracion de la hormona AMH (ng/ml).
El modelo lineal consideré como efecto fijo la edad (3, 4, 5, 6 y 7 afios), siendo:

YU =u + Edadi + eij

Donde:

Y;j = Concentracion de AMH
u = Promedio
Edad; = Edad de las alpacas

e;j = Residual

Para el Estudio 11, la variable respuesta evaluada fue el porcentaje de foliculos por
tamarfios (< 3 mm, 3 -7 mmy > 7 mm), ajustados a la distribucién normal por la
funcion arcoseno. EI modelo lineal consider6 como efecto fijo grupos de

concentracion de AMH (alta y baja), siendo:

Yij = Uu +AMHL +eij
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Donde:

Y;j = Porcentaje de foliculos por tamafios
u = Promedio
AMH; = Grupo de concentracion de AMH

e;j = Residual

3.8.3 Comparaciones

Para comparaciones entre las edades y entre los grupos alta y baja de la variable respuesta
concentracion de AMH se utiliz6 DLS con promedios ajustados. También, se realizd
comparaciones entre los grupos de alta y baja concentracion de AMH de las variables
respuesta cantidad de foliculos y porcentaje por tamarfios de foliculos utilizando LSD con
promedios ajustados. Para relacionar la calidad de ovocitos con los grupos de

concentracion de AMH se usé la prueba de chi cuadrado.

3.8.4 Correlacion

En el Estudio IV, para medir la relacion lineal entre la concentracion de AMH y el tamafio
del foliculo dominante, se utiliz6 el coeficiente de correlacion de Pearson general y por

individuo.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Estudio I: Cuantificacién de hormona antimulleriana por edades y entre
grupos de alta y baja concentracion

De las 54 alpacas inicialmente muestreadas, no se consideraron algunos animales por la
restriccion que se hizo en la seccion 3.4.1 del presente trabajo y a los que dieron como
resultado valores atipicos en la concentracion de la hormona, concluyendo con un total
de 38 alpacas en el estudio. La concentracion promedio de la AMH fue de 0.951 ng/ml
con una desviacion estandar de 0.648 ng/ml, con un rango minimo de 0.296 ng/ml y un
maximo de 2.573 ng/ml y una mediana de 0.69 ng/ml (Anexo 2 y 3). El error estandar fue
de 0.105 Los datos no siguen la distribucién normal (p=0.0001). Ademas, se evalué la
concentracion de AMH promedio por edades, encontrandose diferencias solo entre 4 y 5

afios (p < 0.05) (Figura 7, Anexo 4).
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Figura 7: Diagrama de cajas y bigotes de la concentracion de AMH segun edades
en alpacas



Los animales fueron divididos en cuartiles segin la concentracion de AMH en plasma
sanguineo: a) Grupo Alta (primer cuartil, 10 animales); b) Grupo Media-alta (segundo
cuartil, 9 animales); ¢) Grupo Media-baja (tercer cuartil, 9 animales); y, d) Grupo Baja
(cuarto cuartil, 10 animales). Dentro de los grupos, los datos siguen la distribucion
normal. El grupo alta y el grupo baja presentan diferencias estadisticas altamente
significativas (p<0.0001) en concentracion de AMH (1.877 £ 0.1 ng/ml vs 0.376 £ 0.1

ng/ml, respectivamente) (Anexo 5).

La AMH también ha sido medida en otras especies. En los estudios de Ebner et al. (2006)
en pacientes mujeres, al dia 3 del ciclo menstrual, la concentracién de AMH fue de 3.39
+ 2.22 ng/ml (rango: 0.13-10.37). También, EI-Sheikh Ali et al. (2013) investigaron la
concentracion de AMH en plasma sanguineo en vacas con ciclos estrales fisioldgicos,
siendo de 0.09 + 0.003 ng/ml (rango: 0.05-0.21). En corderos entre 35 y 40 dias, la
concentracion de AMH fue 0.93 £ 0.42 ng/ml (Torres-Rovira et al. 2014). Ademaés, Céliz
(2017) presenta valores maximos y minimos en alpacas (3.129 ng/ml y 0.37 ng/ml) que
son similares a los encontrados en este estudio. Por lo tanto, vemos que los rangos
minimos y maximos en la concentracion de la hormona es bastante amplio en ovinos,
alpacas y mujeres. Solo en vacunos vemos que la diferencia es minima, pudiéndose
explicar que los autores trabajaron con un nimero menor de muestra que en los demas

estudios mencionados.

La AMH disminuye conforme avanza la edad. En yeguas, la concentraciéon plasmatica
varia profundamente entre diferentes grupos de edades de jovenes (3-8 afios), intermedias
(9-18 afios) y adultas (19-27 afios), siendo la concentracion media de AMH mas baja en
el grupo de las yeguas mas viejas (0.21 ng/ml) comparado con las yeguas de edad
intermedia (0.47 ng/ml) (Claes et al. 2015). También, en mujeres, el grupo que presentaba
menor concentracion de AMH (<1.66 ng/ml) era el que estaba formado por mujeres con
mayor edad y con un periodo mas largo de ausencia de hijos (Ebner et al. 2006). En los
resultados obtenidos en nuestro estudio, se encontro diferencias significativas estadisticas
entre las alpacas de 4 a 5 afos. Contrariamente a lo esperado, las alpacas de 5 afios tenian
mayor concentracion de AMH. Es dificil explicar este comportamiento de la hormona,
pero asumimos en la gestacién de las madres de estas alpacas de 4 afios pudo haber

restriccion nutricional, limitando el desarrollo reproductivo prenatal.
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A pesar de que la AMH se ha comenzado a evaluar en animales de produccién hace mas
de 10 afios, aln no se ha encontrado el limite exacto de concentracion para poder
diferenciar los animales que responderan adecuadamente a los protocolos de
superovulacién. En consecuencia, algunos investigadores agrupan a los animales segun
la concentracion de AMH, utilizando s6lo los grupos extremos para poder comparar con
otras variables, como cantidad de foliculos y calidad de ovocitos. Esto se evidencia en las
investigaciones en vacunos de Gamarra et al. (2015) y Gamarra et al. (2014). Aparte,
Ebner et al. (2006) en mujeres, separa a las pacientes en tres grupos basandose en los
percentiles 25 y 75 segun la concentracion de AMH. Otras investigaciones prefieren
utilizar el conteo de foliculos antrales como indicador para poder agrupar a los animales
y recién relacionarlos con la concentracion de AMH (Torres-Rovira et al. 2014). En
nuestro caso, por ser uno de los trabajos pioneros de esta hormona en alpacas, preferimos
dividir a los animales en cuartiles segun la concentracion de AMH, s6lo utilizando los
grupos extremos de AMH. Esto nos aseguraba que los grupos estén muy bien
diferenciados, pero nos da el inconveniente que no podemos dar un aproximado del limite
de concentracion de AMH para predecir que alpacas tendrian mayor cantidad de foliculos

y ovocitos, como se explicara més adelante.

En el presente estudio, se obtuvo dos resultados atipicos en la concentracién de AMH,
siendo éstas concentraciones de 13.3 y 5.28 ng/ml. Diversos estudios determinan que altas
concentraciones de AMH estan relacionadas con el tumor de las células de la teca y
granulosa en ovarios en vacas (El-Sheikh Ali et al. 2013, Kitahara et al. 2012) y en yeguas
(Claes y Ball 2016). También, en humanos, la AMH elevada es un indicador para
diferentes tumores en el ovario en nifias (Silverman y Gitelman 1996). En alpacas aiin no
hay evidencia de relacién entre AMH y tumores ovaricos, pero se vio la necesidad de

separar a estos animales del estudio.

Otro punto para discutir es el dia que se tomd la muestra de sangre. En la fecha de la
experimentacion, aun no existia informacion de AMH en alpacas. Por teoria, el inicio de
una nueva onda folicular en ciclos estimulados empieza 24 horas después de la aplicacion
hormonal, con la ovulacion del foliculo dominante. La duracion de la fase de crecimiento
es, aproximadamente, 4 dias (Bravo y Sumar 1989). En consecuencia, se tomd la muestra

de sangre al dia 5 post sincronizacion, pues se aseguraba reconocer la ovulacion mediante
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ecografia y obtener foliculos en crecimiento de un tamafio aceptable para facilitar la

aspiracion y aun no contar la presencia de un foliculo dominante.

4.2  Estudio Il: Comparacion de cantidad y tamafios de foliculos entre grupos
de alta y baja concentracion de hormona antimulleriana

De los grupos de alta y baja concentracion de AMH, se realiz6 una laparotomia medial a
6 y 7 animales, respectivamente. Se contd los foliculos en ambos grupos, teniendo un
promedio general de 15.69 foliculos por alpaca. Se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre el grupo de alta y baja concentracion (20.51 + 2.76 foliculos vs. 11.58

+ 2.55 foliculos, respectivamente; p < 0.05).

Ademas, se comparo la proporcion de los tamafios de los foliculos entre ambos grupos
(alta y baja), dividiéndose los foliculos en tres tamafios: a) menores a 3 mm, b) entre 3 a
7 mmy, ¢) mayores a 7 mm. No se encontrd diferencias estadisticas significativas (p >
0.05) entre los tamafios de foliculos (Figura 8, Anexo 6).
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Figura 8: Comparacién entre grupos de alta y baja concentracién de AMH en
relacion con el porcentaje de tamafio de foliculos

Gamarra et al. (2015) realiz6 un estudio en vacas, separandolas en dos grupos de los que
tienen mayor y menor concentracion de AMH. Segun los resultados, se encontraron
diferencias entre las cantidades de foliculos en los grupos control de alta y baja
concentracion (9.8 = 1.8 vs 6.5 * 2.0, respectivamente), contandose mayor cantidad de
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foliculos en el grupo de alta concentracion de AMH. Ademas, encontraron mayor
cantidad de foliculos de 2 — 3 mm en el grupo de alta AMH con respecto al de baja AMH
(7.6 £ 0.6 vs 5.1 £ 0.7, respectivamente). Otra investigacion en vacunos es la de Batista
etal. (2014), encontrandose diferentes cantidades de foliculos en laemergencia de la onda
folicular en los grupos de baja y alta concentraciones en Holstein (13.4 £ 1.4 vs 34.3 +
3.12) y en Nelore (28.4 + 2.15y 48.1 £ 2.33, respectivamente).

Como se menciono anteriormente, el AFC es un método directo para cuantificar foliculos
con cavidad antral. Celiz (2017) obtiene una correlacién positiva (r=0.6) entre el niUmero
de foliculos antrales y la concentracion de hormona antimdilleriana por alpaca estudiada.
Esta correlacion positiva también observo Ireland et al. (2008) al analizar el conteo de
foliculos antrales mediante ultrasonografia en ovarios de vacunos, concluyendo que
existe una correlacién positiva entre la AMH y la poblacion de foliculos antrales. En
ovinos, una investigacion divide a sus animales segun el conteo de foliculos antrales,
dando como resultado que los niveles plasmaticos de AMH estuvieron significativamente
relacionados con el namero total de foliculos (r = 0.967) (Torres-Rovira et al. 2014).
También en yeguas, existe correlacion positiva entre el conteo de foliculos antrales y la
concentracion de la AMH (Claes et al. 2015).

Los resultados del presente estudio coinciden con los trabajos anteriormente
mencionados, debido a que el grupo que tiene mayor concentracion de AMH fue el que
tuvo mayor cantidad de foliculos. Cabe recordar que, al sincronizar la nueva onda
folicular, estamos teniendo en uno de los ovarios la formacion de un cuerpo luteo, pero

éste no afecta a la cantidad de foliculos en crecimiento (Del Campo et al. 1995).

4.3  Estudio I11: Relacion entre calidad de ovocitos con grupos de alta y baja
concentracién de hormona antimulleriana

Se realizd la aspiracion de los foliculos entre 3 a 7 mm, segun se detall6 en el capitulo de

materiales y métodos. La tasa de recuperacion de ovocitos fue de 35% en el grupo de alta

y 33% en el grupo de baja. La clasificacion de los ovocitos segun sus calidades entre los

grupos de alta y baja AMH se menciona en la Tabla 2.
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Tabla 2: Nimero de ovocitos en grupos de alta y baja concentracion de AMH en
relacion con la calidad

Calidades Alta AMH Baja AMH
A 12 (27.9%) 1 (2.3%)
B 10 (23.3%) 5 (11.6%)
C 6 (14.0%) 6 (14.0%)
D 1 (2.3%) 2 (4.7%)
Total 29 14 43

Los valores del Cuadro 2 se trabajaron con la prueba de chi-cuadrado. Al comparar las
calidades de ovocitos con los grupos de concentracion de AMH (alta y baja) hubo
independencia. En cambio, al analizar solo el grupo alta, se encontré dependencia con las
calidades de ovocitos (p-valor = 0.02). Por el contrario, en el grupo de baja, no se encontrd

dependencia con las calidades de ovocitos (p-valor = 0.18).

Segun estos resultados, podemos inferir que las alpacas que tengan mayor concentracion
de AMH, también presenten ovocitos de mejor calidad. Algo similar describe Gamarra et
al. (2015) en vacas, pues encuentra que existe un efecto entre la calidad morfoldgica de
ovocitos y los grupos de concentracion de AMH, obteniendo mayor cantidad de ovocitos
de grado 1 en alta (4.5 + 0.4) que en el grupo de baja concentracion (2.8 + 0.5).

En mujeres, los estudios de concentracion de AMH con relacién a la calidad de ovocitos
siguen siendo contradictorios. En algunas investigaciones, la AMH esta relacionada con
la cantidad y calidad de ovocitos (Al-Azemi et al. 2011, Ebner et al. 2006). En otra
investigacion, la relacion entre calidad (incremento de la maduracion folicular) y AMH
se vuelve indirectamente proporcional (Cupisti et al. 2007). Por ultimo, en el estudio de
Guerif et al. (2009) so6lo reconocen a la AMH como marcador para la cantidad de

ovocitos, mas no para la calidad de éstos.

36



4.4 Estudio IV: Cuantificacion de la hormona antimilleriana en la onda
folicular

Se considero la onda folicular desde la induccion de ovulacion hasta la aparicion del
siguiente foliculo dominante (> 7 mm), teniendo una duracién promedio de 29.6 dias,
siendo la onda mas corta de 20 dias y la méas larga de 36 dias en los 5 animales evaluados.
Ademaés, los foliculos dominantes en 4 animales llegaron a medir mas de 12 mm,
coincidiendo que el foliculo dominante de la alpaca con la duracion de onda mas corta

también fue el que alcanzé menor tamafio (8.5 mm).

La AMH present6 variaciones en la concentracion en la onda folicular en todos los

animales evaluados, siendo dificil poder separarlo por fases (Figura 9).
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Figura 9: Perfil hormonal de AMH durante la onda folicular de cinco alpacas

Ademas, se correlacioné el tamafio del foliculo dominante y la concentracion de AMH
en el tiempo, encontrando que existe una correlacién positiva entre estas dos variables y
se repite en cada animal, siendo la correlacion general 0.52. (Anexo 7). La Figura 10

muestra las correlaciones por alpaca.

Bravo y Sumar (1989) reportan que el largo de la onda folicular es aproximadamente 12
dias, durando la etapa de crecimiento 4 dias. Contrariamente, Vaughan et al. (2004)
obtuvo que la duracion del crecimiento folicular pueda ser de 10 dias desde que comienza

la nueva onda y el largo de toda la onda folicular esta asociado con el tamafio maximo
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del diametro del foliculo dominante. En el presente estudio, el rango de dias en la onda
folicular varia desde 20 a 36 dias, no concordando con la primera investigacion
mencionada. Ademas, la mayoria de los animales alcanzaron un foliculo dominante
mayor a 12 mm y el animal que solamente llegé a 8 mm fue el que tuvo la onda folicular
mas corta. Esto concuerda con lo escrito por Vaughan, pensando que el largo de la onda

folicular va a estar relacionado con el tamafio del foliculo dominante.
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Figura 10: Correlacion entre la concentracion de AMH con el tamafio del foliculo
dominante en la onda folicular
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En este estudio, tuvimos la dificultad de poder comparar la estabilidad de la AMH en las
fases de la onda folicular, debido a que las muestras de sangre fueron tomadas cada 4
dias. Ademas, cuando se hallaba el foliculo dominante (diametro < 7 mm) no siempre se
mantenia en el mismo tamafo (a veces aumentaba o disminuia ciertos mm), siendo dificil

para nuestro estudio discernir si seguia en crecimiento o ya estaba en la fase de estéatica.

En estudios con mujeres, no se encuentra diferencias entre las etapas en ciclos
menstruales normales (Hehenkamp et al. 2006) y en mujeres infértiles (van Disseldorp et
al. 2009) para la evaluacién de la reserva ovarica. Ademas, en vacas multiparas
clinicamente sanas tampoco se encontraron diferencias entre los dias del ciclo estral ni
entre las fases del ciclo estral (EI-Sheikh Ali et al. 2013). Estos resultados no concuerdan
con nuestro estudio. Suponemos que, al ser ovuladoras inducidas, las alpacas no van a

seguir el mismo patron que las ovuladoras espontéaneas.

Este estudio es el primero en relacionar el tamafio del foliculo dominante con la AMH.
Aunque es dificil explicar esta tendencia del incremento AMH cuando incrementa el
tamano del foliculo dominante, nos hace pensar que, los foliculos preantrales y antrales
pequefios que no llegaron a ser el foliculo dominante, no se llegan a atresiar y solo
detienen su crecimiento, pero siguen secretando AMH, acompafiando al foliculo

dominante hasta que éste ovule o regresione.

39



V. CONCLUSIONES

Las alpacas que estan en etapa reproductiva presentan alta variabilidad en la

concentracion de la AMH.

La cantidad promedio de foliculos por alpaca en el grupo de alta concentracién de
AMH es mayor que en el grupo de baja (p < 0.05).

Existe una posible dependencia entre la concentracion de AMH y calidad de los
ovocitos del grupo de alta, encontrandose un 41.4% de ovocitos de calidad A en
el grupo de alta frente a s6lo un 7.1% de ovocitos de calidad A en el grupo de baja

concentracién de AMH.

Se presume que, en la onda folicular en alpacas, los foliculos que no llegan a ser
dominantes solo detienen su crecimiento, pero siguen secretando AMH hasta que

el foliculo dominante ovule o se atresie.



VI. RECOMENDACIONES

- Para los protocolos de superovulacion, seria recomendable trabajar con los animales que

tengan mayor concentracion de AMH.

- Si se quisiera evaluar la concentracion de AMH en alpacas, el momento mas adecuado

para tomar la muestra de sangre seria en el crecimiento de la onda folicular.

- Es recomendable realizar un estudio mas profundo en la evaluacion de la estabilidad de
la AMH en la onda folicular en alpacas para poder predecir el comportamiento exacto de

esta hormona.
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VIII.  ANEXOS



ANEXO 1: Materiales, reactivos, farmacos y equipos

Materiales Reactivos y Equipos
farmacos

Sogas Micropipeta Hoja de afeitar Kit AMH Centrifuga
multicanal ELISA

Collares Micropipetas de Hoja de bisturi N°  Alcohol de 96° Congeladora
10, 100 y 1000 20

Marcadores Puntas para Jeringas Acetato de Lectora de ELISA
micropipetas totalmente de buserelina

Capucha para
alpacas
Guantes de
examinacion
Guantes de

palpacion

Gel ecografico

Jeringasde 1, 3,5
y 10 ml

Agujas 21G

Algodon

Tubo con EDTA

K2

Pipetas Pasteur

descartables

Reservorios de
plastico

Papel Parafilm

Probeta graduada

Campos
quirdrgicos
estériles
descartables
Instrumental de

cirugia

Guantes
quirdrgicos
Mandiles
quirdrgicos
descartables
Mascarilla

descartable

Gorro descartable

plastico de 5 mi
Placas de cuatro
pocillos

Placas de Petri de
30 mm x 15 mm
Suturas
absorbibles y no
absorbibles
Apositos y
torundas estériles

Gasa estéril

Microtubos de
2ml

Caja de
poliestireno
expandido

Gel refrigerante

Ketamina de uso
veterinario
Xilacina de uso
veterinario
Atropina de uso

veterinario

Penicilina-
estreptomicina de

uso veterinario

Diclofenaco
sédico de uso
veterinario
Lidocaina de uso
veterinario
Medio para
coleccion de
embriones
Acetato de
clorhexidina al
4%

Alcohol yodado

Hielo Seco

Curabichera

Estereoscépio

Ecografo

Balanza digital

Agitador

magnético

Purificador de

agua

Calibrador de
Vernier

Frontoluz

Esterilizador de

calo seco

Calentador de

placas
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ANEXO 2: Registro de concentracién promedio de AMH

Concentracion AMH

N Alpaca Identificacion Edad Promedio
1 2 11S26D 5 0.644
2 3 11S102E 6 1.252
3 6 11S91E 6 0.526
4 8 13S373E 4 0.529
5 9 10S258F 7 0.386
6 10 13S57D 3 1.326
7 11 13S94E 4 0.51
8 12 13S303E 4 0.956
9 14 135472F 4 0.559
10 15 13S03D 3 1.611
11 16 10S50E 7 0.529
12 17 12560D 4 0.49
13 18 13S505F 4 0.421
14 21 12S384F 5 1.605
15 22 10S16E 7 0.377
16 23 11S302E 6 0.404
17 24 11S317F 6 0.553
18 25 13S285E 4 0.76
19 28 11S110E 6 0.405
20 30 13523D 3 0.572
21 31 10S211E 7 2.051
22 32 10S98E 7 1.863
23 36 11S03D 5 1.715
24 37 11S338F 6 1.23
25 38 10S241E 7 0.785
26 39 12S69E 5 2.573
27 41 135298E 4 0.296
28 42 11543D 5 1.345
29 43 12S356E 5 2.555
30 44 11S277E 6 0.834
31 45 11S268E 6 0.961
32 46 12S123E 5 0.339
33 14B 11S359F 5 0.342
34 2A 11S295E 5 0.735
35 4A 10S106E 6 0.429
36 6A 12S240E 5 2.135
37 7A 11S142E 5 1.164
38 8A 10S80E 6 0.359
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ANEXO 3: Diagrama de cajas y bigotes de la concentracién de AMH en alpacas
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ANEXO 4: Concentracion de AMH segin edades en las alpacas

Afos Alpacas (n) Prom AMH * ES
3 3 1.169 + 0.3412°
4 8 0.565 + 0.209?
5 11 1.377 £0.178°
6 10 0.695 + 0.1872P
7 6 0.998 + 0.2412P

n: Numero de alpacas
Prom AMH = ES: Promedio de la concentracion de AMH = error estandar
a,b: Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre columnas
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ANEXO 5: Diagrama de cajas y bigotes para la comparacion entre los grupos de
alta y baja concentracién de AMH
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ANEXO 6: Comparacion entre grupos de alta y baja concentracion de AMH en
relacion con el porcentaje de foliculos en los grupos por tamanos

Tamafio de Alta AMH Baja AMH
foliculos Foliculos Foliculos (%) + Foliculos Foliculos (%) +
(n) ES (n) ES
<3mm 37 31.28 £11.722 32 47.57 +£10.85?
3—7mm 82 67.49 £ 13.93% 42 50.82 + 12.92
>7mm 4 4.11 + 3.36° 7 7.63+3.112
Total 123 81

n: NUmero de foliculos

Foliculos (%) £ ES: Porcentaje de foliculos + erros estandar
a: Letras iguales no indican diferencias significativas (p > 0.05) entre columnas
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ANEXO 7: Asociacion de concentracion de AMH y tamanio del foliculo durante la
onda folicular
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