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| RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar el efecto del intervalo de tiempo
(36 h 0 48 h) entre la induccion de la ovulacion (con plasma seminal
0 GnRH) y la superestimulacion ovarica con eCG sobre la respuesta
folicular en alpacas. Se empled un disefio 2 x 2 para evaluar los efectos
de dos técnicas de sincronizacién y dos tiempos de superestimulacion
sobre la tasa de ovulacidn y el nimero de foliculos. Un total de 32
alpacas adultas fueron asignadas aleatoriamente a dos tratamientos
de induccién: 1 mL de plasma seminal (IM; G1; n = 16) 0 0,008 mg de
acetato de buserelina (analogo de GnRH, IM; G2; n = 16). Posterior-
mente, ambos grupos se subdividieron para recibir superestimulacion
ovarica mediante 650 Ul de eCG (via intramuscular) a las 36 0 48 h
posinduccion. Se monitoreé la dinamica folicular mediante ultrasono-
grafia transrectal y se registré el nimero de foliculos >4 mm al dia 7
posinduccién. Los datos se analizaron mediante el analisis de varianza
(ANOVA) para variables continuas y la prueba de chi cuadrado para
variables categoricas, con significancia de p <0,05. La tasa de ovulacién
no difirio entre los tratamientos con plasma seminal (93,4 %) y GnRH
(87,5 %) (p = 0,13). El nimero de foliculos 24 mm fue comparable
alas36h (11,6 +1,4)y 48 h (10,7 £ 1,3) posinduccién (p = 0,62). El
promedio por subgrupo fue de 11,75 + 1,9 (plasma seminal, 36 h);
10,0 £ 1,6 (plasma seminal, 48 h); 11,5+ 2,5(GnRH, 36 h)y 11,25+ 2,2
(GnRH, 48 h), sin diferencias significativas (p = 0,93). En conclusién,
la superestimulacion con eCG a 36 h o0 48 h genera una respuesta
folicular comparable, independientemente del inductor utilizado.
Estos hallazgos indican que ambos protocolos resultan igualmente
efectivos para programas de superestimulacion ovarica en alpacas.

Palabras clave: alpacas; plasma seminal; GnRH; eCG.
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| ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of the interval (36 h or 48 h) between ovulation induction with seminal
plasma or GnRH and ovarian super-stimulation with eCG on the follicular response in alpacas. A 2 x 2 experimental
design was used to determine the effects of two ovulation synchronization techniques and two times of ovarian
super-stimulation on ovulation and follicle number in alpacas. Thirty-two healthy adult alpacas were randomly
assigned to two treatment groups to induce ovulation: 1 mL of seminal plasma (IM; G1; n = 16) or 0.008 mg of
buserelin acetate (GnRH analogue, IM; G2; n = 16). Within each group, females were further subdivided to receive
ovarian super-stimulation with 650 IU of eCG (IM) administered either 36 or 48 h after ovulation induction. Follic-
ular dynamics were monitored by transrectal ultrasonography, and the number of follicles >4 mm was recorded
on day 7 post-induction. Data were analyzed using ANOVA for continuous variables and Chi-square test for
categorical variables, with significance set at p<0.05. The ovulation rate did not differ between seminal plasma
(93.4 %) and GnRH (87.5 %) treatments (p = 0.13). The mean number of follicles >4 mm was comparable between
alpacas super-stimulated at 36 h (11.6 + 1.4) and 48 h (10.7 + 1.3) post-induction (p=0.62). When analyzed by
subgroup, the number of follicles 24 mm was 11.75 + 1.9 (seminal plasma, 36 h), 10.0 + 1.6 (seminal plasma, 48
h), 11.5+ 2.5 (GnRH, 36 h), and 11.25 + 2.2 (GnRH, 48 h), with no significant differences among groups (p = 0.93).
In conclusion, the results suggest that ovarian super-stimulation with eCG at either 36 or 48 h, regardless of the
ovulation inducer used (seminal plasma or GnRH), generates a comparable follicular response. These findings
indicate that both protocols can be applied equivalently in ovarian super-stimulation programs in alpacas.

Keywords: alpacas; seminal plasma; GnRH; eCG.

| RESUMO

O objetivo do estudo foi determinar o efeito do intervalo de tempo (36 h ou 48 h) entre a indugdo da ovulagdo
(com plasma seminal ou GnRH) e a superestimulacdo ovariana com eCG sobre a resposta folicular em alpacas.
Utilizou-se um delineamento 2 x 2 para avaliar os efeitos de duas técnicas de sincroniza¢ao e dois tempos de
superestimulagao sobre a taxa de ovulagdo e o nimero de foliculos. Um total de 32 alpacas adultas foi alocado
aleatoriamente a dois tratamentos de indu¢ao: 1 mL de plasma seminal (IM; G1; n = 16) ou 0,008 mg de acetato
de buserelina (analogo do GnRH, IM; G2; n = 16). Posteriormente, ambos os grupos foram subdivididos para
receber superestimulagdo ovariana por meio de 650 Ul de eCG (via intramuscular) 36 ou 48 horas ap6s a indugao.
A dinamica folicular foi monitorada por meio de ultrassonografia transretal e o nimero de foliculos =4 mm foi
registrado no 7° dia apds a indug¢do. Os dados foram analisados por meio da analise de variancia (ANOVA) para
variaveis continuas e pelo teste do qui-quadrado para variaveis categoéricas, com significancia de p < 0,05. A taxa
de ovulagdo ndo diferiu entre os tratamentos com plasma seminal (93,4 %) e GnRH (87,5 %) (p = 0,13). O nimero
de foliculos =4 mm foi comparavel as 36 h (11,6 £ 1,4) e 48 h (10,7 + 1,3) apds a indugao (p = 0,62). A média por
subgrupo foide 11,75+ 1,9 (plasma seminal, 36 h); 10,0+ 1,6 (plasma seminal, 48 h); 11,5+ 2,5(GnRH, 36 h)e 11,25
+2,2(GnRH, 48 h), sem diferengas significativas (p = 0,93). Em conclusdo, a superestimulagdo com eCGas 36 h ou
48 h gera uma resposta folicular comparavel, independentemente do indutor utilizado. Esses achados indicam
que ambos os protocolos sao igualmente eficazes para programas de superestimulacdao ovariana em alpacas.

Palavras-chave: alpacas; plasma seminal; GnRH; eCG.

Respuesta folicular a la superestimulacion ovdrica con eCG en alpacas

| INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos han desempefiado un rol
fundamental desde tiempos prehispanicos, al ser utili-
zados como fuente de fibra, proteina y transporte en
comunidades altoandinas (Vila et al., 2022). Actualmente,
su poblacion se estima en 6,8 millones, distribuidos en
Perd, Bolivia, Argentina y Chile, con una presencia cre-
ciente en otros paises como Australia, Estados Unidos 'y
algunas naciones europeas (Wheeler et al., 2012; Food
and Agriculture Organization [FAQ], 2021). Pertd concen-

tra mas del 85 % de la poblacién mundial de alpacas, cifra
que supera los 3,6 millones de cabezas, segun el IV Censo
Nacional Agropecuario (Instituto Nacional de Estadistica
e Informatica [INEI], 2012).

La fibra de alpaca es reconocida internacionalmente por
su suavidad y finura, con promedios que oscilan entre 21 a
24 micras (Quispe Pefia etal., 2013; McGregor et al., 2002).
Sin embargo, solo una fraccién reducida de la poblacion
produce fibra de alta calidad; se estima que apenas un 8 %
de los animales genera fibra con diametros promedio de
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22 micras (Huanca et al., 2007). A esta limitacién productiva
se sumanindicadores reproductivos histéricos reportados
por Fernandez-Baca (1993), con una natalidad inferior al
50 %. Esta situacion persiste en evaluaciones recientes, con
tasas de natalidad fluctuantes entre 57,3 % (Hinojoza et al.,
2019)y 41,2 % (Mamani-Cato et al., 2021), lo que evidencia
que la eficiencia reproductiva sigue siendo un factor critico
gue condiciona la sostenibilidad y competitividad de la
crianza de alpacas en la region altoandina.

Desde el punto de vista fisioldgico, los camélidos sudame-
ricanos son especies de ovulacion inducida que requieren
un estimulo externo, como la monta, para que esta ocurra
(Ferndndez-Baca et al., 1970; San Martin et al., 1968). La
actividad ovarica se caracteriza por la presencia continua
de ondas foliculares que pueden persistir por 40 dias; du-
rante este periodo, las hembras manifiestan una conducta
de receptividad hacia el macho ante la presencia de un
foliculo 27 mm (Vaughan et al., 2004).

Posteriormente, se demostrd que la ocurrencia de la ovu-
lacién en camélidos es producida por una proteina que
se encuentra en el plasma seminal de los machos (Adams
et al., 2005), identificada como el factor de crecimiento
neural B (NGF-B) (Kershaw-Young et al., 2012). Esta pro-
teina es responsable de desencadenar la ovulacion en
aproximadamente 30 h para llamas (Ratto et al., 2006) y
26 h para alpacas (Stuart et al., 2015). Asimismo, diversos
estudios sugieren que el NGF-f3 ejerce una accion luteo-
tropica significativa, la cual supera a la accién producida
por la hormona GnRH, con capacidad de formar cuerpos
luteos de mayor tamafio y concentraciones mas elevadas
de progesterona (Adams et al., 2005; Ratto et al., 2012;
Bogle et al., 2018).

La gonadotropina coridnica equina (eCG) tiene un efecto
similarala FSHyla LH en especies diferentes a los equinos
(Martinuk et al., 1991). Por esto, ha sido aplicada en
programas de superestimulacién ovarica en rumiantes
menores y adaptada a camélidos, donde se administra
en dosis Unica por via intramuscular en diversos protocolos
para alpacas (Vaughan et al., 2013; Ratto et al., 2007, 2013;
Landeo et al., 2022; Huanca et al., 2024), llamas (Trasorras
etal., 2009; Perez et al., 2024) y camélidos del viejo mundo
(Tibary et al., 2018). Debido a las diferentes respuestas
ovaricas e interrogantes por dilucidar (Tibary et al., 2018),
se sugiere la necesidad de estandarizar un protocolo
adecuado en cuanto a las dosis y el tiempo de aplicacién.

En este contexto, se requiere la busqueda de nuevas al-
ternativas que contribuyan al desarrollo de tecnologias
para la mejora de los indicadores reproductivos en la
ganaderia alpaquera. El presente estudio tiene como ob-
jetivo determinar el intervalo 6ptimo (36 h 0 48 h) entre
la induccién de la ovulacidon con plasma seminal (PS) o
GnRH y la superestimulacion ovarica con eCG, sobre el
numero de foliculos 24 mm observados en alpacas al dia
7 posinduccién de la ovulacion.

| MATERIALES Y METODOS

Lugar de ejecucion

El estudio se realiz6 entre los meses de enero y febrero
de 2020, en el Centro de Investigacion y Produccion (CIP)
Quimsachata, anexo de la Estacién Experimental ILLPA
del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA). Este
se ubica a 4200 m s. n. m., en el distrito de Santa Lucia,
provincia de Lampa, departamento de Puno (Peru).

Animales

Se utilizaron 32 alpacas adultas hembras de 6 a 10 afios,
con una condicion corporal (en una escala de 1 a 5 que
iba desde muy flaco a muy gordo) entre 2,5y 3,5, sin cria
al pie, sin antecedentes de patologias reproductivas y con
un historial previo de al menos un parto. Los animales
permanecieron bajo condiciones de pastoreo natural
y agua ad libitum. Los procedimientos experimentales
fueron aprobados por el Comité de Etica y Bienestar
Animal (CEBA) de la Facultad de Medicina Veterinaria de
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Constan-
cia de Autorizacién Etica n.” 2026-03).

Obtencidon del plasma seminal

El plasma seminal se obtuvo mediante la recoleccidn
de cuatro alpacas macho a través de una vagina artifi-
cial. El semen colectado se procesé segun lo descrito
por Mamani (2016). Se realiz6 un pool de los eyacula-
dos, el cual se mezclé en proporcién 1:1 con solucién
salina tamponada con fosfato (PBS). Posteriormente,
la mezcla se sometié a un procedimiento mecanico de
paso por una agujade 21 Gy una jeringa descartable de
1 mL, con el propdsito de romper la viscosidad seminal;
luego, se centrifugd a 3000 rpm durante 25 min para
separar la fraccion celular. La fraccion liquida —sin la
presencia de espermatozoides, verificada mediante
observacion microscdpica— fue separada cuidadosa-
mente y se le adicion6 sulfato de gentamicina (10 mg
por cada 10 mL de solucién). Las muestras se colocaron
en crioviales de 2 mL y se congelaron a -20 °C hasta
su utilizacién.

Diseifio experimental

a. Evaluacion ecogriéfica

Las alpacas fueron evaluadas mediante ecografia (Esaote
MyLab One Vet), con un transductor transrectal lineal
multifrecuencia 6-13 MHz (SL3323 VET), para descartar

anormalidades ovdéricas o uterinas. El criterio de inclusion
fue la presencia de un foliculo preovulatorio 27 mm.
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b. Distribucion de grupos

Se seleccionaron 32 animales que fueron asignados
aleatoriamente a un disefio cruzado 2 x 2. Inicialmente,
se distribuyeron en dos grupos de tratamiento (n = 16),
donde se aplicd via intramuscular (IM) 1 mL de plasma
seminal o 1 mL de GnRH (0,008 mg de acetato de bu-
serelina) para inducir la ovulacion. Se consider6 que
hubo ovulacién cuando el foliculo dominante desa-
pareci6 dentro de las 36 h posteriores a la induccioén.

Los animales que no ovularon en este intervalo fueron
considerados como no ovulatorios y excluidos del ex-
perimento.

Para la superestimulacién, se dividieron los animales de
cada tratamiento (PS o GnRH) en dos subgrupos, a los
que se aplicé via IM 650 Ul de eCG a las 36 hy 48 h po-
saplicacion del estimulo ovulatorio. Después, se realizé
una evaluacion ecografica al dia 7 posinduccion para
determinar el niumero de foliculos =4 mm (figura 1).

Evaluacion Aplicacién Inductor Aplicacién de Evaluacion

ecogréfica ovulacién eCG ecogréfica

(Seleccion) (PS o GnRH) (36 ho 48 h) (Fol. = 4 mm)
D-1 DO D2 D7

Figura 1. Disefio experimental del trabajo.

Analisis estadisticos

Para la evaluacién de los inductores de ovulacién (PS
0 GnRH), los datos se analizaron mediante una prueba
de chi cuadrado (X?). La normalidad de los datos y la
homogeneidad se evaluaron mediante las pruebas de
Shapiro-Wilk y de Levene, respectivamente, verifican-
dose el cumplimiento de los supuestos (p > 0,05). Los
tiempos de superestimulacion (36 h 0 48 h) se compara-
ron mediante la prueba de t de Student para muestras
independientes, mientras que los subgrupos formados
se evaluaron mediante ANOVA. El analisis de los datos
se realizd a través del software R (versidon 4.5.3). Los

resultados con un valor p < 0,05 se consideraron esta-
disticamente significativos.

| RESULTADOS

Ovulacion

La tasa de ovulaciéon no presento diferencias significati-
vas entre los tratamientos con plasma seminal y GnRH,
con proporciones de 93,4% y 87,5 %, respectivamente
(p =0,13), como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Tasa de ovulacion segln el inductor de ovulacion.

Inductor de ovulacion

Ovulacion

Plasma seminal 16

GnRH 16

15 93,4*

14 87,5*

*No se reporta diferencia entre las proporciones (p = 0,13).

Intervalo de superestimulacion

El intervalo entre la induccion de la ovulaciéon y la admi-
nistracion de eCG (36 h vs. 48 h) no tuvo un efecto signi-

ficativo sobre la respuesta folicular. El nUmero promedio
general de foliculos 24 mm fue comparable entre los
grupos, con 11,6 £ 1,4alas36hy 10,7+ 1,3alas48h
posinduccion (p = 0,62), como se observa en la figura 2.
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1

Foliculos = 4 mm
[{]

eCG

36h
B <CG 1,6

*No se reporta diferencia entre los tiempos (p = 0,62).

48 h

10,7

Figura 2. Respuesta ovarica entre los intervalos de super estimulacion.

Efecto combinado del inductor de ovulacion
y el intervalo de superestimulacion

El analisis por subgrupos mostré que el nimero promedio
de foliculos 24 mm al dia 7 posinduccion de la ovulacién
fuede 11,75+ 1,9 para plasma seminala36 h; 10,0+ 1,6
para plasma seminala48h; 11,5+ 2,5 paraGnRHa 36 h
y 11,25 £ 2,2 para GnRH a 48 h. No se observaron dife-
rencias significativas entre los subgrupos (p = 0,93), tal
como se aprecia en la tabla 2.

Tabla 2. Respuesta ovarica al efecto combinado del
inductor de ovulacién y tiempos de superestimulacion.

Variable

Plasma Seminal 11,75+1,9 10+£1,6°

GnRH 11,5+£2,5 11,25+ 2,2"

*No se reporta diferencia entre los grupos (p = 0,93).

| DISCUSION

La tasa de ovulacién observada fue semejante entre
el uso de plasma seminal (93,4%) y GnRH (87,5%), lo
cual concuerda con estudios previos en alpacas y llamas
donde se compard la efectividad de ambos inductores
(Adams et al., 2005; Huanca Mori et al., 2014). A pesar
de que tres animales no llegaron a ovular dentro de las
36 h, estos resultados reafirman la capacidad de inducir
la ovulacién que posee la proteina presente en el plasma

seminal, identificada como el factor de crecimiento
neural B (NGF-B) (Kershaw-Young et al., 2012). Por con-
siguiente, su empleo podria establecerse como alterna-
tiva a la GnRH; sin embargo, su aplicacién requiere un
manejo adecuado para la obtenciény el procesamiento
de la muestra, asi como una correcta conservacion hasta
el momento de uso.

Reportes en especies como los bovinos indican que se
obtiene una mejor respuesta superovulatoria cuando se
administra el tratamiento de estimulacion hormonal a
las 36 h (B6 et al., 2009). No obstante, los resultados del
presente estudio sugieren que no existe diferencia entre
aplicar la estimulacién a las 36 o las 48 h posinducciéon
de la ovulacién. Esta respuesta puede deberse a que
no se conoce en detalle el estadio exacto de desarrollo
en el que los foliculos se vuelven dependientes de go-
nadotropinas y adquieren receptores para la hormona
foliculoestimulante (FSH).

El numero de foliculos 24 mm obtenidos (11,6 £ 1,4y
10,7+1,3alas36 hy48h, respectivamente) fue superior
alos 7,4 + 1,7 reportados por Perez (2024) con 1000 Ul
de eCG, pero inferioralos 15,2+ 7,5y 27 + 3,3 observa-
dos al utilizar dosis mayores de 1500 y 1200 Ul de eCG
(Trasorras, 2009; Ratto, 2007). Cabe precisar que estos
ultimos reportes se realizaron en llamas con un conteo
de foliculos =7 mm y de 26 mm para alpacas en el caso
de Ratto (2007). Esta diferencia se puede atribuir a las
variaciones interespecificas que existen entre la alpaca
y la llama, a las distintas dosis de eCG administradas y
a las divergencias metodoldgicas al momento de contar
los foliculos y medir el tiempo desde la induccién (Ratto
et al., 2013). A pesar de estas variaciones, el presente
estudio refuerza la hipdtesis de que la administracién
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Unica de 650 Ul de eCG es suficiente para obtener una
respuesta ovarica positiva, independientemente del
intervalo de aplicacion.

Por otro lado, desde una perspectiva funcional en esta
especie, Landeo (2022) reporta la recuperacion mediante
ovum pick-up (OPU)de 3,3 £ 2,9 complejos cimulo-ovocito
(COCQ) por ovario en alpacas superestimuladas con 200
Ul de eCG, considerando foliculos 25 mm al dia 4. De
manera similar, Silva (2026) describe una recuperacién
promedio de 7,8 COC por alpaca tras la aplicacién de
750 Ul de eCG, evaluando foliculos 27 mm al dia 7. Pese
a las diferencias en las dosis de eCG, los momentos de
evaluaciony los criterios de tamafio folicular, estos resul-
tados apuntan a una relacién positiva entre la magnitud
dela respuesta folicularyla eficiencia en la recuperaciéon
de ovocitos. En este contexto, la cantidad de foliculos
>4 mm observada en el presente estudio podria tra-
ducirse en una potencial recuperacién de COC, lo que
destaca la importancia de optimizar los protocolos de
superestimulacion, no solo en términos cuantitativos,
sino también para su aplicacion en programas de pro-
duccién de embriones in vitro en alpacas.

Por tal motivo, dicha asociacién debe validarse mediante
investigaciones que integren de manera directa la
respuesta folicular con la eficiencia de recuperacion
ovocitaria y el desarrollo embrionario. En consecuen-
cia, futuros estudios deberian incluir una evaluacién
conjunta de las tasas de recuperacién de ovocitos, la
fertilizacién in vitro, la produccion de embriones y la
prefiez, con la finalidad de determinar la eficacia global
de los protocolos en camélidos sudamericanos.

| CONCLUSIONES

Los hallazgos indican que la superestimulacién a las 36
0 48 h post-induccién con 650 Ul de eCG produce una
respuesta comparable en el nimero de foliculos 24 mm
aldia 7, independientemente del inductor de la ovulacién
utilizado (plasma seminal o GnRH). Por tanto, ambos in-
tervalos resultan igualmente efectivos para suimplemen-
tacién en programas de superestimulacion en alpacas.
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