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APLICACION EN EL DIAGNOSTICO PRECOZ DE GESTACION Y OTROS USOS
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RESUMEN. Sc estudiaron los niveles de progesterona
periférica (P4) después del servicio fértil, en 12 alpacas y
12 llamas en celo y con cria al pié. Fueron servidas por
una sola vez con machos fértiles y por un periodo de 20
minutos. Se tomd una muestra diaria de'sangre yugular los
dias | (dia del servicio), 5, del 8 al 20, 25 y 30 post-
servicio. Se scpard el plasma por centrifugacidn y se
congelé a -20°C hasta su andlisis, por la técnica de
radioinmunoensayo de Fase Sdlida. Todas las alpacas y 10
llamas ovularon y desarrollaron un cuerpo liteo, que se
observd al 3er dia post-servicio, por laparoscopia. Los
niveles de P4 el dia 1 del estudio (celo y servicio) fueron
de 032 y 0.53 nmol/lL en alpacas y llamas
respectivamente.  Scguidamente, los niveles de’ P4 se
incrementaron hasta el dia 8 en alpacas no preiadas (12.03
nmol/L) y hasta el dia 9 en llamas no preiadas (14.10
nmol/L). Mds adelante se observé una caida ripida de la
P4 circulante, hasta niveles basales en los dias 10 y 11
post-servicio en alpacas y llamas respectivamente
(P<0.001). Los niveles de P4 en alpacas prenadas se
mentuvieron altos después del dia 8 hasta ¢l dia 30 post-
servicio, en que se condujo el presente estudio, fluctuando
entre 12.32 y 17.36 nmol/L. En llamas prefadas, las
concentraciones de P4 siguen el mismo perfil que en
alpacas prefiadas, aunque con niveles mds altos, fluctuando
entre 17.51 y 24.66 nmol/L. En las dos llamas que
presentaron falla de ovulacidn, los niveles de P4 se
mantuvieron basales. En este estudio, el nivel minimo de
P4 para un diagndstico positivo de gestacién, entre 9 y 30
dias post-servicio, fué de 4.0 nmol/L (1.25 ng/ml) en
ambas especics. El diagndstico precoz de gestacidn,
mediante la determinacién de la progesterona periférica,
puede llevarse & cabo a partir del dia 12 post-servicio.
Aquellas alpacas o llamas que mostraron bajos niveles de
P4 después de la ovulacidn (dia 8 0 9), fueron susceptibles
a perder el embrién muy tempranamente, por insuficiencia
luteal. Niveles basales de P4 el-dia 4to. post-servicio,
indicarian falla de ovulacidn.

INTRODUCCION

La Alpaca y la Llama constituyen los
mamifferos domésticos indfgenas del Perd de
gran importancia socio-econémica, para miles
de familias que habitan las grandes alturas de
la Cordillera de los Andes, donde las
condiciones clim4ticas permiten solamente una
limitada agricultura circunscrita a ciertos
ecoclimas, y donde las crianza de camélidos
sudamericanos domésticos, constituye la

SUMMARY. Post-mating progesterone (P4) profiles in
alpaca and llama females were measured in serum by
radioimmunoassay (RIA). Twelve alpacas and 12 llamas
in oestrous, with calf at foot, were mounted in one
occagion by a fertile male for a minimun period of 20
minutes. Blood samples were collected on day 1 (day of
mating), daily front 8 to 20, and at days 25 and 30 post-
mating. Plasma was stored at -20°C until assayed for P4
by RIA-Solid Phase. All alpacas and 10 llamas ovulated
and developed an active corpus luteum observed through
laparoscopy. The P4 level on day | were 0.32 and 0.53
nmol/L in alpacas and llamas respectively. The levels of
P4 subsequently increased until day 8 in non-pregnant
llamas (14.10 nmol/L). Thereafter, there was a rapid
decline and recached basal levels on days 10 and 11 post-
mating in alpacas and llamas, respectively (P<0.001).
The P4 concentration in pregnant alpacas was kept high
after day 8 post-service until day 30 of the present study,
fluctuating between 12.32 and 17.36 nmol/L. In pregnant
llamas, the P4 concentration follow the same pattern than
in alpacas, although at higher values, ranging between
17.51 and 24.66 nmol/L. Basal levels of P4 were
maintained in the two llamas that failed to ovulate. In this
study, the minimum levels of P4 for positive pregnancy
diagnosis, between 9 and 30 days post-mating was 4.0
nmol/L (1.25 ng/ml), in both species. An early pregnancy
diagnosis in both alpacas and llamas can be obtained
through progesterone determination since day |2 post-
service. Females alpacas and llamas showing low levels of
P4 after ovulation (at day 8 or 9), are prone to present
very early embryo death, triggered by luteal insufficiency.
Basal levels of P4 after day 4 post-mating will indicate
ovulation failure.

alternativa mds viable, estable y rentable para
los habitantes de esas regiones (Thoma:.s,' 1973;
Sumar, 1988a). A pesar de su gran utllldad.al
hombre, la crianza y manejo de €stas especies
ha sido muy pobre y se ha prestado poca
atencién a su mejoramiento integral.

Reproductivamente los camélidos
sudamericanos domésticos, son notoriamente
diferentes a otras especies de rumiantes, lo que
en parte explica las bajas tasas de fertilidad de
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la especie, cuando son manejados con précticas
reproductivas apropiadas para otras especies
animales, como los ovinos, por ejemplo. Sin
embargo, en los dltimos 20 afos, el
conocimiento de la fisiologfa y
comportamiento sexual, han avanzado
notoriamente (Ferndndez Baca, 1971; Novoay
col., 1973; Sumar, 1977, 1983, 1988a).

Para tener un conocimiento satisfactorio de
los complejos eventos fisiol6gicos y endocrinos
que ocurren durante las funciones
reproductivas normales y patolégicas, se
requiere la cuantificacién de las hormonas
especfficas que estan involucradas. El
desarrollo de la Técnica de
Radioinmunoensayo (RIA) para el andlisis de
hormonas en los animales domésticos, ha sido
uno de los mds importantes adelantos de los
iltimos tiempos (Stabenfeldt y col., 1976),
haciendo posible medir los niveles hormonales
en pequeiias cantidades de sangre, leche u
otros flufdos corporales; mds adn, la
determinacién de las concentraciones a
intervalos cortos, permite penetrar y conocer
fdcilmente los patrones de la dindmica
secretoria hormonal de las gldndulas
endocrinas.

En la vaca, asf como en una gran mayorfa
de animales, la presencia del cuerpo liteo, es
necesaria para el mantenimiento de la prefiez
(Edgvist y col., 1973; Stabenfeldt y Edqvist,
1984), asf como también en la alpaca y la
llama (Sumar, 1988). El principio bdsico para
determinar la gestacién, es verificar la
actividad lutefnica, cuantificando la hormona
progesterona (P4), ya sea en la sangre (suero
o plasma) o en la leche. Asf por ejemplo, en la
vaca, los niveles de P4 son diferentes
significativamente entre las hembras prefiadas
y no prenadas, cerca del dfa 19 o 20 después
del servicio. La posibilidad de diferenciar
tempranamente entre los animales prefados y
no prenados, existe también en otras especies
de animales (Stabenfeldt y Edqvist, 1984).

Asf{ mismo, se han medido los niveles de P4
en el plasma sangufneo y en la leche de
alpacas y llamas lactantes, después del servicio
estéril (Sumar y col., 1988; Sumar y Garcfa
1985). La P4 comenz6 a incrementarse entre
el 4to y 5to dfa después del servicio para
llegar a los mayores niveles, entre los dfas 7
8, declinar rdpidamente y desaparecer entre loz

dfas 10 y 11 post-servicio. En un ensayo
preliminar en alpacas lactantes, servidas con
macho fértil, usando muestras de leche, se
encontré que las prefiadas tenfan en promedio
20.75 nmol/L al onceavo dfa, mientras que
para el mismo dfa en las vacfas o no prefiadas,
los niveles eran basales (Sumar y Garcfa,
1985a).

Este estudio se llevé a cabo con la finalidad
de cuantificar la P4 circulante durante los
primeros 30 dfas post-servicio en las hembras
servidas con macho fértil, asf como estudiar su
uso clfnico en las fallas de ovulacién, fallas de
fertilizacion y mortalidad embrionaria
temprana.

MATERIAL Y METODOS
Animales

De un rebafio de alpacas y llamas en
paricién, proveniente de la Estacién Principal
de Altura de la "La Raya" (IVITA-UNMSM)
localizada a 175 km al sur de la ciudad del
Cusco y a una altitud de 4250 metros: se
escogieron 12 alpacas y 12 llamas adultas,con
crfa al Pi€ y receptivas al macho. E] eso
promedio de las alpacas fué de 58.S.kg y 82 0
kg en llamas, con 17 dfas de post-partu.m
como mfnimo en ambas especies, tiempo
mayor al perfodo post-parto recomendado para
obtener niveles de fertilidad apropiados (SuF:nar
y cql., 1972).  Antes Yy después del
experimento, los animales fueron mantenidos
en las condiciones usuales de rnaner'll [
alimentacion, en Pasturas naturales Todzjiglaz
hembras fueron identificadas, ademds del arete

en la oreja, con un
; collar de pl4sti
stico numerado
y de un color para cada especie

Seleccién de h
e“]bl‘il ) R
servicios § receptivas o en celo y

Las o
hembras ep celo de ambag especies,

0s aislados de machos
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en celo, se inici6 el experimento (Dfa 1), con
la primera muestra de sangre antes del servicio
con macho fértil; todo esto se hizo en un sélo
dfa y en una sola hora, para evitar cualquier
influencia de los machos vasectomizados,
sobre la induccién de la ovulacién sin monta,
tal como ha sido reportado por Ferndndez
Baca, (1970) y Leyva y Sumar, (1982). Las
hembras en celo fueron servidas una séla vez
con machos fértiles y por un tiempo entre 20
y 30 minutos.

Toma de muestras de sangre

Diariamente se tomaron aproximadamente 10
ml de sangre por puncién yugular en tubos
heparinizados, los dfas 1 (dfa del servicio), 5,
del 8 al 20 y finalmente los dfas 25 y 30 post-
servicio. Las muestras fueron inmediatamente
centrifugadas a 3,000 r.p.m. por 10 minutos,
separando el plasma en tubos de poliestireno y
congeldndolos a -20°C hasta su andlisis en el
laboratorio.

Verificacion de la ovulaciéon y formacion de
cuerpo lhiteo

La ovulacién y formacién de cuerpo lhiteo,
se verificé al tercer dfa post-servicio, por el
método de laparoscopfa, descrito por Sumar y
Bravo, (1991). Se hizo un registro minucioso
de todas las estructuras ovdricas y anexas, asf
como un diagrama de posicién de las
estructuras en el ovario y se tomd fotografias
laparoscépicas.

Control de celo o receptividad

Se controlé el celo o receptividad de las
alpacas y llamas del estudio, al 12 y 25 dfa
post-servicio, usando machos vasectomizados
y observando la conducta sexual de ambos
sexos (Ferndndez Baca, 1970).

Anilisis de progesterona

El andlisis de la concentracién de P4 en el
plasma sanguineo circulante, se hizo utilizando
kits comerciales de radioinmunoensayo (RIA)
en Fase Sélida, fabricados y abastecidos por el
laboratorio de Siebersdorf, Austria,
pertenecientes a la Organizacién Internacional
de Energfa Atémica (OIEA). Este método ha
sido empleado en otros pafses y en diversas
especies animales, con resultados satisfactorios

(Garcfa, 1982; Laitinen y col., 1985;
Nachreiner y col., 1986); asf como también
por Sumar y Garcfa (1987) en plasma y leche
de alpacas y llamas. En la técnica de RIA-Fase
S¢lida, a diferencia de otras técnicas, los
anticuerpos estdn inmovilizados en las paredes
de un tubo de prueba y utiliza el yodo 125
como trazador. Los andlisis se hicieron por
duplicado y se expresaron en nanomoles por
litro (nmol/L).

Andlisis estadistico

Todos los valores fueron transformados
logarftmicamente y los promedios,
desviaciones estdndar y errores estdndar de la
media, fueron calculados desde el primer dfa,
hasta el dfa 30 post-servicio, en hembras
prefiadas, como en las que volvieron en celo,
siendo estadfsticamente - analizados, por el
método de ANOVA, sugerido por Snedecor y
Cochran (1974).

RESULTADOS

Los cambios en la concentracién de P4
periférica en 5 alpacas y 6 llamas, que
quedaron prefiadas hasta los 30 dfas post-
servicio, se muestran en la Tabla 1. El dfa que
las hembras fueron detectadas en celo (Dfa 1)
y servidas con macho fértil, tenfan 0.32 y 0.53
nmol/L en alpacas y llamas respectivamente,
niveles considerados basales. Hacia el 5 dfa
post-servicio, los niveles de P4 se incrementan
moderadamente, hasta 2.46 y 1.93 nmol/L en
alpacas y llamas respectivamente. Para el dfa
8 post-servicio, los niveles alcanzan
concentraciones de 18.5 y 16.4 nmol/L en
alpacas y llamas respectivamente. En alpacas
en el perfodo critico que corresponde a los
dfas 9, 10 y 11, se produce una ligera cafda en
los niveles de P4, para luego el 12 dia subir a
niveles de 16.0 nmol/L. De igual forma, en
las llamas, los niveles de P4 contimian
creciendo hasta niveles de 25.13 nmol/L en el
11 dfa y de allf hasta el dfa 30 los niveles
variaron de 17.51 a 24.66 nmol/L.

Todas las hembras, alpacas y llamas,
ovularon formando un cuerpo liteo activo, tal
como se observd laparoscépicamente al 3er dfa
post-servicio, presentando una actitud de
rechazo al macho los dfas 12 y 25 post-
servicio. Como se podrd observar en la Tabla
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Tabla 1. Promedios, minimos y mdximos niveles de Progesterona (nmol/L) en 5 Alpacas y 6
LLamas que resultaron prenadas

ALPACAS LLAMAS
i Promedio Mi(nimo Midximo Promedio Minimo Mdximo
1 0.32 0.1 0.6 0.53 0.5 0.6
5 2.46 1.2 5.1 1.93 1.2 3.5
8 18.50 9.3 33.1 16.41 8.0 33.8
9 16.34 10.4 229 17.81 15.5 20.5
10 13.70 9.6 229 20.70 13.0 44.2
11 12.84 6.8 20.3 25.13 13.0 64.4
12 16.00 11.9 21.6 23.28 14.5 47.5
13 17.36 12.4 215 20.55 y Sy 53.8
14 16.94 11.0 242 22.78 99 49.0
15 12.32 8.9 17.0 24 .66 12.3 62.9
16 14.46 9.1 21.6 18.23 10.5 40.9
17 15.38 9.7 273 22.38 9.5 60.0
18 12.74 8.1 16.0 18.01 102 35.3
19 16.60 8.5 24.1 18.66 10.9 37.8
20 16.70 8.0 23.0 1751 9.3 32.0
25 13.00 10.6 14.2 20.48 93 49.8
30 14.06 11.6 17.8 18.38 9.2 33.0

Tabla 2. Promedios, minimos
LLamas que fallaron e

Yy midximos niveles de Progesterona (nmol/L) en 7 Alpacas y 4
n la Fertilizacion o perdieron precozmente el Embrion

- ALPACAS LLAMAS
a
Promedio Mfnimo Mi4ximo Promedio Mi(nimo Midximo

1 0.38 0.1 0.7 0.45 0.3 0.6

5 1.46 0.9 1.8 1.38 0.7 1.8

8 12.03 9.6 14.5 10.90 6.5 12.1

9 3.2 1.0 4.6 14.10 10.1 17.2
10 0.76 0.3 1.1 6.90 4.4 8.8
11 = - 0.8 2.90 1.2 3.4

1, los cambios en los niveles de P4 en las
hembras prefiadas de ambas especies, son
similares, aunque en las llamas, las
concentraciones de P4 son mayores; asf
mismo, se observa una gran variacién entre
individuos de la misma especie. El nivel
mfnimo compatible con gestacién en el
presente ensayo, fué de 4.0 nmol/L (1.25
ng/ml).

La Tabla 2 nos muestra los niveles de P4 en
las siete alpacas y 4 llamas que ovularon de
acuerdo a las observaciones laparoscépicas y al

incremento de los niveles periféricos de P4
pero que el dfa 12 POSt-servicio, mostraroﬁ

rpapho_, habiéndose

P4 el dfa de celo
absolutamente de

quedaron Prefnadas
niveles de p4 llegan
alp_acas y llamag
bajos de |ag que
estadisticamente

Y servicio no difieren
aqugllas hembrasg que
Hacia g quinto dfa los
a1.46 y 1.38 nmol/L en
€Clivamente, niveles ma4s
daron prefadas, aunque no
nificativos, Al octavo dfa

resp
Qued
sig
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los niveles fueron de 12.03 y 10.9 nmol/L en
alpacas y llamas respectivamente, diferentes
significativamente (P <0.05) a los niveles de
las hembras prefiadas. Para el dfa 20 los
niveles de P4 fueron de 0.76 y 6.90 nmol/L en
alpacas y llamas respectivamente, diferente
significativamente (P <0.01) a los niveles que
se observan en las prefiadas, para el mismo
dfa. A partir del 12° dfa y hasta el 30° dfa,
los niveles de P4 en ambas especics, se
mantuvieron basales, variando desde
indetectables a 0.83 nmol/L.

En las dos llamas que no ovularon, los
niveles de P4 el dfa del celo y servicio, fueron
de 0.5 y 0.4 nmol/L y se mantuvieron en el
nivel basal hasta el 30 dfa, mostrando celo los
dfa 12 y 25 post-servicio.

DISCUSION

A partir del dfa 12 post-servicio en alpacas
y llamas, hay una marcada diferencia entre
aquellas hembras que quedaron prenadas, de
aquellas que, o tuvieron fallas de fertilizacidn
o perdieron el embrién muy prematuramente.
La Fig.l nos muestra el comportamiento de la
P4 periférica en alpacas y llamas gestante y no
gestantes o vacfas. Al doceavo dfa post-
servicio, los niveles de P4 fueron de 16.0 y
25.13 nmol/L en alpacas y llamas gestantes
respectivamente, comparados con 0.76 y 0.28
nmol/L en aquellas que volvieron en celo y
estaban "vacfas", diferencia ésta que sirve a
los efectos de un diagndstico precoz de
gestacion en los camélidos sudamericanos
domésticos.

Estos resultados, concuerdan con los niveles
de progesterona reportados preliminarmente
por Sumar y Garcfa (1985) en leche de alpacas
gestantes. Por el contrario, difieren de los
resultados de Huie y Foote (1985) de la
Universidad de Utah-USA, en llamas
gestantes, quienes indican que los niveles de
P4 durante las tres primeras semanas tu¢ bajo,
variando de 0.08 + 0.03 a 1.24 + 0.6l
ng/ml, 0 lo que es lo mismo, entre‘Q_QS al3_94
nmol/L. La explicacién a esta diferencia de
resultados, puede deberse a que en el caso de
USA, las muestras de sangre fueron enviadas
por correo, donde pudo malograrse Ia muestra,
o al sistema de toma de muestras de sangre
por cada uno de los duefios de llamas, ademds
de que los autores interpolaron los resultados

de acuerdo a la fecha de parto indicada por los
duefios, procedimiento éste que ha podido
interferir con los resultados, por la variacién
normal en el largo de la gestacién. En el caso
nuestro, el tiempo de gestacién se calculd en
funcién a la fecha de servicio en un solo dfa y
todo el sistema estuvo estandarizado, desde la
coleccién, centrifugado, congelamiento y
procesamiento en laboratorio.

Las concentraciones de P4 plasmdtica en la
vaca a los 21 dfas post-servicio, fluctdan entre
19.1 y 25.5 nmol/L, comparados a 1.6 nmol/L
0o menos en animales no gestantes, en el
mismo dfa (Edqvist y Stanbenfeldt, 1980). El
mismo principio bdsico ha sido aplicado en la
borrega y cerda (Robertson y Sarda, 1971), en
el bufalo de agua (Nanda y col., 1984) y en el
camello 4drabe (Argawal y col., 1987).

Sin embargo, los estudios de Ferndndez
Baca, (1970) y los de Bravo y Sumar, (1985),
sefalan una muerte embrionaria alta, hasta los
60 dfas post-servicio, por lo que lo
recomendable serfa un nuevo andlisis de P4
posterior al dfa 60, a fin de confirmar la
gestacion o la muerte embrionaria o fetal.
Este fendmeno tambidn se presenta en otras
especies de animales domésticos.

Cabe destacar la interesante observacién de
este estudio, de que las alpacas y llamas, que
perdieron  prematuramente el  embridn,
mostraron niveles de P4 significativamente
bajos el dfa & post-servicio (Tabla 2)
comparados con los mayores niveles de
aquellas que quedaron prefiadas hasta el dfa 30
(Tabla 1); éstas hembras muestran una funcidn
Jutal insuficiente, que condicionarfa la muerte
embrionaria precoz. Se requiere, de un mayor
nimero de animales para determinar la
veracidad de estos resultados preliminares.
As({ mismo, es interesante notar que aquellas
dos llamas que no ovularon, mantuvieron
niveles basales de P4, corroborando la falta de

funcién luteal.

Los andlisis de concentracién de P4 en el
plasma sangufneo y usando los kits de la
OIEA, han probado ser confiables y eficientes
y no requieren de equipo costoso y sofisticado.

Finalmente la determinacién de P4 en
camélidos domésticos es detinitivamente una
prueba muy 1til para fines de diagndstico
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precoz de la gestacién, asf como para el
prondstico de deficiencias de la funcién Iutf:al,
fallas de ovulacién y muerte embrionaria y
fetal.

PROGESTERONA nmolA

| = _____________

R T T R O S R vy 5 =

DIAS DESPUES DEL SERVCD

Figura 1. Niveles de progesterona periférica
promedios (+ ESM), en alpacas prefiadas (-)
y en las que fallaron en fertilizar o tuvieron
muerte embrionaria muy temprana (...).
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