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Resumen:

El objetivo del trabajo es desarrollar un protocolo simple y econdémico para la sincronizacion de
la onda folicular en llamas donantes de embriones, mediante la aplicacion de dos dosis de
buserelina. Las hembras fueron divididas en cuatro grupos segun la fase de la onda folicular
determinada por ultrasonografia transrectal en dos mediciones diarias sucesivas: Grupo | (fase
de crecimiento): foliculos en crecimiento < 7 mm; grupo Il (fase de dominancia): foliculo
dominante en crecimiento =2 7 mm; grupo Il (fase de estatica): foliculos con variaciones
menores a 0,5 mm vy grupo IV (fase de regresion): foliculos que disminuyen su diametro. El dia
0 se aplicé una dosis de 8 ug de buserelina (analogo sintético de GnRH) para la induccién de la
ovulacion. Ocho dias posteriores, se administré una nueva dosis de buserelina seguida de una
dosis de 250 ug de cloprostenol (prostaglandina sintética). El dia 15 cada grupo recibié una
dosis de cloprostenol y aquellas hembras que presentaron un foliculo = 6 mm, se les indicé
servicio natural con un macho de fertilidad probada junto con una dosis de buserelina. Ocho
dias luego del servicio natural, se realiz6 el lavaje uterino transcervical a fin de recuperar el
embrién. Hasta el momento, se utilizaron 10 hembras donantes de embriones (Grupo |: n=1;
Grupo Il: n=4; Grupo lll: n=2; Grupo IV: n=3), de las cuales 7 (70%) respondieron en forma
positiva al tratamiento de sincronizacion folicular y recibieron servicio natural (Grupo I: n=0/1
(0%); Grupo II: n=3/4 (75%); Grupo IlI: n=1/2 (50%); Grupo IV: n=3/3 (100%)). Se obtuvieron
cuatro embriones. Como conclusion, seria posible sincronizar llamas donantes de embriones
utilizando dos dosis de buserelina separadas por 8 dias junto con una dosis de prostaglandina.
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Introduccion:

Cuatro son las especies que representan a
los Camélidos Sudamericanos (CSA), dos
de las cuales, la alpaca (Vicugna pacos) y la
llama (Lama glama) son domésticas,
mientras que el guanaco (Lama guanicoe) y
la vicufia (Vicugna vicugna) son silvestres.
La crianza de camélidos constituye una
actividad econdémica de gran importancia
para un amplio sector de la poblacién
altoandina. ElI ambiente de la Puna,
caracterizado  por  presentar  suelos
pedregosos, escasez de agua Yy forrajes de
pobre valor nutritivo, ocupa un gran territorio
de las provincias del noroeste de nuestro
pais. Es en estos terrenos donde los CSA
logran vivir y producir, mientras que otras
especies de abasto dificilmente pueden
sobrevivir. Ademas, una renovada
expansion e interés creciente por estos
animales hicieron que nuevos productores
ubicados en llanuras pampeanas, mesetas
patagbénicas y  serranias centrales
comiencen a dedicarse a la cria de llamas.
Sin embargo, aun existe una falta de
eficiencia en los protocolos utilizados para
el manejo reproductivo de los rodeos,
resultando en una asignatura pendiente
para los investigadores que nos dedicamos
a la evaluacién de técnicas de reproduccion

asistida.

En la mayoria de los mamiferos, durante un
tipico ciclo ovérico, la fase folicular es
seguida inmediatamente de la fase luteal.
En los CSA no se habla de un ciclo estral
regular; la fase folicular es continua (Bravo,
2002). La copula es un acontecimiento
previo necesario para la ovulacién en las
llamas, por lo que han sido clasificadas
como ovuladoras inducidas (England et al.,
1969), ocurriendo la ovulacién dos dias
luego del servicio natural(Bravo et al.,
1990a) o a las 28,6 + 0,36 horas pos-
inyeccion de buserelina (analogo sintético
de la GnRH) (Bourke et al., 1992).

La dinamica ovarica en los CSA se
caracteriza por presentar ondas foliculares
sucesivas con tres fases: crecimiento
(incluido el periodo de dominancia), estética
y regresion (llama: Adams et al.,, 1989,
1990, Chaves et al., 2002. alpaca: Bravo y
Sumar, 1989, Vaughan et al., 2004, vicuia:
Aglero et al.,, 2001, Miragaya et al., 2004;
guanaco: Riveros et al., 2008). En cada
onda folicular, varios foliculos son
reclutados para su desarrollo durante la
fase inicial de crecimiento pero sélo uno,
denominado foliculo dominante, alcanza el
diametro ovulatorio de 7 mm (Adams et al.,
1989; Bravo et al.,, 1990b). La duracion
promedio de la onda folicular en la llama es
de 22,6 + 2,5 dias: la fase de crecimiento es
de 9,2 + 2,8 dias, la estética 5,2 + 1,4 dias y



la fase de regresion 8,2 + 2,2 dias (Chaves
et al., 2002).
Entre los realizar la

objetivos para

sincronizacion de las hembras se
encuentran:
realizar programas de inseminacion
artificial o servicio natural programado en
un lote de hembras;
sincronizar a las hembras donantes y
receptoras para programas de
transferencia embrionaria;
iniciar tratamientos de superestimulacion
ovarica en ausencia de un foliculo
dominante.
Para inhibir la dindmica ovarica, se han
desarrollado varios protocolos basados en
el efecto negativo de la progesterona
producida por el cuerpo luteo (CL) sobre la
actividad folicular (Aba et al.,, 1995). Se
puede utilizar una fase Iluteal natural
(induciendo la ovulacion) o creando una
fase luteal artificial por medio de
progesterona 0 progestagenos exdgenos
(Alberio y Aller, 1996; Aba et al.,, 1999;
Chaves et al.,, 2002; Cavilla et al., 2006).
Los mismos se pueden combinar con
estrdgenos inyectables como 17B-estradiol,
benzoato de estradiol y valerato de estradiol
(Ratto et al., 2003; Trasorras et al., 2005;
Aller et al., 2010; Carretero et al., 2010).
Desarrollar un método simple, accesible y
inhibicion

economico de folicular 'y

sincronizacién, sin la necesidad de

depender del uso de la ultrasonografia,
resulta de gran importancia en la produccion
de camélidos. Segun Ferrer et al. (2002), la
aplicacion de buserelina en distintos
momentos de la dindmica folicular en la
llama, sincroniza la emergencia de la onda
folicular y seria posible comenzar con un
tratamiento superestimulatorio entre los dias
3 y 6 post-buserelina. Sin embargo, el CL
de la llama es refractario a la prostaglandina
F.« (PGF,q; PG) durante los primeros 4 dias
luego de la induccién de la ovulacién, es
parcialmente sensible al dia 5 y responde
totalmente al dia 6 pos-induccién de la
ovulacién (Bianchi et al., 2012). Es por esto
que, la aplicacibn de dos dosis de

buserelina separadas por 8 dias,
sincronizaria la emergencia de una nueva
folicular dltima

onda luego de la

administracion, pudiendo realizar

posteriormente el servicio natural con

machos fértiles en varias hembras a la vez.
Objetivo:

El objetivo del presente trabajo es lograr la
sincronizacién de la emergencia de la onda
folicular en un grupo de llamas donantes de
embriones, a partir de la aplicacion de dos

dosis de buserelina.
Materiales y métodos:

Se utilizaron llamas hembras adultas no

gestantes y no en lactancia (n=10), de edad



comprendida entre los 4 y 15 afios, con un

peso corporal promedio de 120 + 22 kg.

Fueron separadas del grupo de machos y

alimentadas con fardos de pastura y

alimento balanceado con acceso libre al

agua.

Se realiz6 diariamente el monitoreo de la

dinAmica ovarica por palpacién rectal y
ultrasonografia transrectal (equipo marca

Berger® LC 2010 con transductor lineal de 5

MHz) desde un dia previo al inicio del

ensayo, para determinar la fase de la onda

folicular en que se encontraba cada animal
y asi dividirlas en cuatro grupos:

o Grupo | (fase de crecimiento): hembras
con foliculos en crecimiento menores a
7 mm de diametro.

o Grupo Il (fase de dominancia): foliculos
en crecimiento mayores o iguales a 7
mm (foliculo dominante).

o Grupo lll (fase de estatica): foliculos
que presentan variaciones en el
diametro de menos de 0,5 mm.

o Grupo IV (fase de regresion): hembras

con foliculos disminuyendo su diametro.

El dia O (cero) todas las hembras recibieron
una dosis de 8 ug de buserelina (Receptal®,
Intervet, Buenos Aires, Argentina) via

endovenosa para la induccion de la

liberacion de LH endodgena. Ocho dias
posteriores, se administr6 una nueva dosis
de buserelina seguida de una dosis de 250
ug de cloprostenol (PG; Ciclase®, Syntex
S.A., Buenos Aires, Argentina) via
intramuscular. El dia 15, todos los grupos
recibieron una dosis de cloprostenol, y en
aquellas hembras que al control
ultrasonografico presentaron un foliculo = 6
mm, se indic6 servicio natural con un macho
llama de fertilidad probada junto con una
dosis de buserelina. Ocho dias posteriores
al servicio natural, se realizé el control de la
presencia del CL por ultrasonografia y se
procedi6 a realizar el lavaje uterino
transcervical a fin de recuperar el embrién
(Figura 1), segun Trasorras et al. (2010).
Una vez finalizado el lavaje, el liquido
recuperado en filtro EmCon® fue llevado al
laboratorio y volcado en placas Petri
reticuladas y atemperadas para la busqueda
de los embriones, los cuales se observaron
en una lupa estereoscoépica (40x) bajo flujo

laminar.
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Figura 1. Disefio experimental.

PG=Prostaglandina.

Resultados y discusion:

Dos hembras, una del grupo Il y una del
grupo 1V, presentaron un quiste folicular
ademas del foliculo =2 6 mm el dia del
servicio y hasta el dia del lavaje uterino, el
cual pudo haber interferido hormonalmente
en su normal desempefio reproductivo. Sin
embargo se les asigno el servicio natural y
se un embribn de la

logré recuperar

perteneciente al grupo V.

Manejo de

las hembras donantes de embriones.

En la tabla 1 se describe el diametro
folicular promedio obtenido en cada grupo
de hembras al dia 15 de iniciado el ensayo,
el numero de hembras que recibieron
servicio natural, el porcentaje de hembras
con CL el dia del lavaje uterino (ocho dias
posteriores al servicio natural) y el nUmero

de hembras con recuperacién embrionaria.

Tabla 1. Resultados obtenidos hasta el momento con el tratamiento de sincronizaciéon ovarica

en la llama utilizando dos dosis de buserelina separadas por 8 dias.

Porcentaje
Diametro Ne° de de hembras \© de
folicular hembras | con CL el dia hemb
Grupo promedio que del Ia_vaje embras con
(mm=DE) el | recibieron uterino recuperacion
dia 15 servicio (N°hembras con | €mbrionaria
o CL/N°hembras
natural (%) servidas)
Grupo | 0
(n=1) 57 ow | T | T




Cora | 8322061 | g 100% ,
Gr(?wgg)m 515085 (53%) 1((1)%0 1
Gr(lrjngg)lv 6.53+0,11 (10?)%) 1((3)?30;0 1
(ﬁgtl‘%l) 592+054 (707%) 1((7)%0 4

Como se puede observar en la Tabla 1, de

las 10 hembras que recibieron el
tratamiento, el 70% respondié en forma
positiva, es decir, recibieron servicio natural

el dia 15 del ensayo, siendo el diametro

folicular promedio de 5,92 mm. Todas las
hembras presentaron un CL en sus ovarios
el dia del lavaje uterino. En total se lograron
recuperar 4 embriones (2 embriones del
Grupo Il, 1 embrién del Grupo Ill y 1
del IV) (Figura 2).

embrion Grupo

Figura 2. Blastocisto eclosionado de llama recuperado por medio de lavaje uterino transcervical

8 dias posteriores al servicio natural.

El empleo de protocolos de sincronizacion
de la emergencia de una nueva onda
de

apareamientos, inseminaciones a tiempo fijo

folicular, posibilita la aplicacion

y programas de transferencia embrionaria

en grandes rodeos de hembras, reduciendo
las practicas de manejo y optimizando la
eficiencia reproductiva. Pese a que son
numerosos los protocolos desarrollados en

la llama para inhibir la dindmica ovérica y



lograr la sincronizacion de la onda folicular,
muchos de ellos presentan ciertos
inconvenientes. Uno de los métodos
utilizados es la ablacion del foliculo
dominante guiada por ecografia transrectal
(AF), el cual logra intervalos cortos y poco
variables de la emergencia de una nueva
onda folicular (2,3 £ 0,3 dias) y la aparicion
de un nuevo foliculo dominante (5 £ 0,5
dias) (Ratto et al., 2003). Como desventaja
de esta técnica es que requiere de la
disponibilidad de un ecografo y personal
capacitado. En el mismo estudio,
demostraron que la administracién de una
dosis de 1 mg de 17B-estradiol junto con 25
mg de progesterona (EP) en un volumen
total de 2 ml de aceite de cartamo via
intramuscular, presenta una eficacia menor
que AF, dando lugar a la emergencia de
una nueva onda folicular y a la apariciéon de
un foliculo dominante en lapsos de tiempo
mas largos y variables (4,5 £ 0,8 dias y 7,7
+ 0,5 dias, respectivamente). Por otro lado,
Alberio y Aller (1996) utilizaron 50 mg de
progesterona inyectable durante un periodo
de 12 dias resultando en la inhibicién del
didmetro folicular por debajo de 5 mm el dia
7. Carretero et al. (2010) evaluaron la
efectividad de 100 y 150 mg de
progesterona durante 5 dias junto a una
Unica dosis de 1 mg de benzoato de
estradiol y tan pronto como el dia 3 los

foliculos disminuyeron su tamafio a 5 mm. A

pesar de ser altamente efectivos, estos
protocolos presentan como desventaja que
las inyecciones diarias son poco practicas y
generan mucho dolor en el punto de
aplicacion. Con la utilizacion del CIDR®
(dispositivo intravaginal impregnado con
0,33 g de progesterona) se logro inhibir la
actividad ovarica desde el quinto y octavo
dia luego de su colocacion,
independientemente  del estado de
desarrollo folicular al inicio del ensayo
(Chaves et al.,, 2002). Sin embargo, este
dispositivo ya no se encuentra disponible en
el mercado nacional. También fueron
desarrollados protocolos basados en la
administracion de dos dosis de buserelina
separadas por 14 dias (dromedario;
Skidmore et al., 2009) 6 10 dias (llamas;
Bianchi et al. 2018), junto con una dosis de
PGF,, al dia 7, logrando de esta manera un
73% y  66% de

respectivamente. Los resultados obtenidos

sincronizacion,

hasta el momento, demuestran que el
tratamiento de  sincronizacion  ovarica
evaluado en el presente estudio, logré la
sincronizacién de la emergencia de una
nueva onda folicular en un 70% de las
llamas y la aparicién de un foliculo en fase

de crecimiento al dia 15 de su aplicacion.

Segun Bravo et al. (1991), la ovulacion
inducida por el servicio natural ocurriria sélo

en hembras con foliculos de 7 a 12 mm de



diametro, mientras que aquellas con
foliculos mas pequefios en crecimiento
experimentan incrementos de LH sin alterar
el desarrollo folicular normal. Asimismo,
Vaughan et al. (2003) determinaron que la
tasa de prefiez en la alpaca es mayor si el
servicio natural o la inseminacion artificial se
llevan a cabo ante la presencia de un
foliculo dominante en fase de crecimiento o
estatica temprana, dado que los foliculos
presentan ovocitos con mayor capacidad de
fertilizacion. En nuestro trabajo pudo
observarse que hembras con un diametro
folicular promedio de 5,92 mm respondieron
al servicio natural junto a la aplicacién de
buserelina, ocurriendo la consiguiente
ovulacion y desarrollo de un CL. Estos
resultados coinciden con lo informado por
Bianchi et al. (2018), quienes expresaron
que foliculos de 55 mm de diametro
respondieron a la GnRH aumentando su

tamafo hasta los 6,5 mm a las 24 horas y
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