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RESUMEN

La alpaca (Vicugna pacos) constituye una de las fuentes de ingresos econdémicos de las
comunidades altoandinas del Perd, a través de la comercializacion de su carne y fibra. La
conservacion y produccion de esta especie se ve afectada por diferentes factores
fisiologicos, como la baja natalidad y la mortalidad embrionaria. Debido a esto, existe
una necesidad de aumentar los conocimientos sobre la fisiologia reproductiva de la alpaca
para entender las estructuras involucradas en este proceso, como lo es el cuerpo IGteo
(CL), siendo esta la estructura responsable para el mantenimiento de la prefiez. Por lo
tanto, este trabajo de investigacion tuvo como objetivo identificar las principales
caracteristicas ultrasonograficas del cuerpo luteo (CL) en hembras con y sin la presencia
del embrion alrededor del momento del reconocimiento maternal de la prefiez en alpacas.
Para este propdsito, se utilizaron 12 alpacas hembra, las cuales fueron monitoreadas
diariamente mediante el uso de ultrasonografia transrectal hasta encontrar foliculos >
7mm de diametro en los ovarios. Posteriormente, se procedié a someterlas a empadre,
tratadas con 2 ml GnRH el mismo dia y clasificadas aleatoriamente en 2 grupos de 6
animales cada uno: 1) CL con embrion (n=6); y 2) CL sin embrion (n=6), donde al dia 9
post copula, el embrion fue removido del cuerno uterino mediante la técnica no
quirurgica. La remocion del embrion se realizo para prevenir la secrecion del factor del
reconocimiento maternal de la prefiez y evitar la sefial que libera prostaglandina F2 alfa.
En ambos grupos se realizé ecografia transrectal al dia 2 para determinar la ovulacion.
Ademas, se evalud de manera interdiaria a partir del dia 5 hasta el dia 13 para evaluar el
desarrollo y calidad del cuerpo luteo. En esta evaluacién se tomd en cuenta el didmetro
del cuerpo liteo en milimetros (mm), el area total del cuerpo luteo en milimetros
cuadrados (mm?) y la circunferencia en mm. Mientras que el flujo sanguineo del cuerpo
luteo fue evaluado por medio de la técnica de Doppler Color. Se observo que, en el grupo
de hembras sometidas a la remocion del embrion, el cuerpo liteo disminuy6 en diametro,
en area y en circunferencia hacia el dia 11 y 13. Adicionalmente, en estas hembras del
mismo grupo se presentd una disminucion en el flujo sanguineo del cuerpo luteo a partir
del dia 11 post copula. En conclusién, la regresion morfolégica y la disminucion del flujo
sanguineo del cuerpo lUteo en las alpacas sometidas a remocion del embrion evidenciarian
que, en esta especie, la presencia del embrion seria clave al dia 9 para dar la sefial del
reconocimiento maternal de la prefiez, ya que aquellas hembras que tenian embrion no
sufrieron regresion del cuerpo luteo ni disminucion del flujo sanguineo.

Palabras claves: Alpaca, embrion, cuerpo IGteo, ultrasonografia, Doppler
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ABSTRACT

The alpaca (Vicugna pacos) constitutes one of the sources of economic income for high
Andean communities in Peru through the commercialization of its meat and fiber.
However, the conservation and production of this species are affected by different
physiological factors, such a low birth rate and embryonic mortality. Due to this, there is
a need to increase knowledge about the reproductive physiology of the alpaca to
understand the structures involved in this process, such as the corpus luteum (CL), which
is the structure responsible for maintaining pregnancy. Therefore, the objective of this
research study was to identify the main ultrasonographic characteristics of the corpus
luteum in females with and without the presence of the embryo around the time of
maternal recognition of pregnancy in alpacas. For this purpose, 12 female alpacas were
used, which were monitored daily using transrectal ultrasonography until follicles > 7 mm
in diameter were found in the ovaries. Alpacas were subsequently mated, treated with 2
ml of GnRH on the same day, and randomly classified into 2 groups of 6 animals each:
1) CL with embryo (n=6); and 2) CL without embryo (n=6), where on day 9 post-
copulation, the embryo was removed from the uterine horn using the non-surgical
technique. The removal of the embryo was performed to prevent the secretion of the
maternal pregnancy recognition factor and to avoid the signal that releases prostaglandin
F2 alpha. In both groups, transrectal ultrasound was performed on day 2 to determine
ovulation, and from day 5 to day 13 to evaluate the corpus luteum. The diameter of the
corpus luteum in millimeters (mm), the total area of the corpus luteum in square
millimeters (mm?2) and the circumference in mm were determined by B mode
ultrasonography, and the blood flow of the corpus luteum was evaluated using the Color
Doppler. It was observed that in the group with embryo remotion, the corpus luteum
decreased in diameter, area, and circumference since day 11. Additionally, alpacas from
the same group showed a drop in blood flow to the corpus luteum starting on day 11 as
well. In conclusion, the morphological regression and the decrease in blood flow of the
corpus luteum in alpacas subjected to embryo removal demonstrate that the presence of
the embryo in the uterus triggers the signal for the maternal recognition of pregnancy at
day 9 in this species, since those animals that had an embryo did not suffer regression of
the corpus luteum or a decrease in blood flow.

Keywords: Alpaca, embryo, corpus luteum, ultrasonography, Doppler
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Avrticulo para ser enviado al Animal Reproduction Science
“EVALUACION ULTRASONOGRAFICA DEL CUERPO LUTEO DE
ALPACAS CON REMOCION DEL EMBRION ALREDEDOR DEL MOMENTO
DE RECONOCIMIENTO MATERNAL DE LA PRENEZ”

Yéfez A, Arrayéas Al, Perez UH, Lopez AM, Torres EY, Palomino JM

RESUMEN

Fallas en el establecimiento del cuerpo Iateo (CL) estarian afectando la sobrevivencia
embrionaria en alpacas al dia 9. Por lo tanto, el objetivo fue identificar las principales
caracteristicas ultrasonograficas del CL en hembras con y sin la presencia del embrién
alrededor del momento del reconocimiento maternal de la prefiez en alpacas. La remocion
del embrion se realizd para evitar que se dé la sefial que impida la secrecion de
prostaglandina F2 alfa. Para este propdsito, 12 alpacas hembra con foliculos en
crecimiento > 7mm fueron empadradas con machos fértiles y fueron tratadas con 0.0084
mg de acetato de buserelina. Estas fueron divididas aleatoriamente en 2 grupos (6
animales/grupo): 1) CL conembriony 2) CL sinembrion (donde el embrién fue removido
del cuerno uterino al Dia 9 de gestacion). En ambos grupos se realiz ecografia transrectal
al dia 2 para determinar la ovulacion, y alosdias 5, 7,9, 11y 13 para evaluar la dinamica
del cuerpo luteo. Los datos se analizaron mediante ANOVA de medidas repetidas. Se
observa en el grupo CL sin embrion que el didmetro y flujo sanguineo del CL (Dia 9:
11.5£0.4 mm y 36%, Dia 11: 6.9+0.6 mm y 3%, Dia 13: 2.9+0.6 mm y 3%,
respectivamente) disminuyo significativamente (p < 0.05) hacia el Dia 13 en comparacion
al grupo CL con embrion (Dia 9: 11.7£0.8 mm y 38%, Dia 11: 12.1+0.9 mm y 39%, Dia
13: 12.1+0.6 mm y 55%, respectivamente). En conclusion, las caracteristicas
morfoldgicas del CL en alpacas con remocion del embrion fueron diferentes al de alpacas
sin remocion, al presentar regresion progresiva del CL a partir del Dia 9, lo que
demostraria que la presencia del embridn en este dia es clave para dar la sefial para evitar
la lutedlisis en alpacas.

Palabras claves: Alpaca, embrion, cuerpo lGteo, ultrasonografia, Doppler

ABSTRACT

Failures in the establishment of the corpus luteum (CL) would be affecting embryonic
survival in alpacas on day 9. Thus, the objective was to identify the main characteristics
of the CL by ultrasonography in females with and without the presence of the embryo
around the time of maternal recognition of pregnancy in alpacas. The removal of the
embryo was carried out to prevent the signal from being given that prevents the secretion
of prostaglandin F2 alfa. For this purpose, 12 female alpacas with growing follicles >
7mm were mated with fertile males and treated with 0.0084 mg of buserelin acetate. They
were randomly classified into 2 groups (6 animals/group): 1) CL with embryo and 2) CL
without embryo (where the embryo was removed from the uterine horn on Day 9 of
gestation). In both groups, transrectal ultrasound was performed on day 2 to determine
ovulation, and on days 5, 7, 9, 11 and 13 to evaluate the dynamics of the CL. The data
was analyzed using repeated measures ANOVA. In the group CL without embryo, the
diameter and blood flow of the CL (Day 9: 11.5+0.4 mm y 36%, Day 11: 6.9£0.6 mmy
3%, Day 13: 2.9+0.6 mm y 3%, respectively) decreased significantly (p < 0.05) towards
Day 13 compared to the group CL with embryo (Day 9: 11.7+0.8 mm y 38%, Day 11:
12.1+0.9 mm y 39%, Day 13: 12.1+0.6 mm y 55%, respectively). In conclusion, the
morphological characteristics of CL in alpacas with embryo removal were different from
those in alpacas without removal, presenting progressive regression of the CL starting on
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Day 9, which would demonstrate that the presence of the embryo on this day is key to
giving the signal to avoid luteolysis in alpacas.
Keywords: Alpaca, embryo, corpus luteum, ultrasonography, Doppler

1. Introduccién

La alpaca es un mamifero doméstico perteneciente a la familia Camelidae como lo son la
Ilama, vicufa y guanaco (Jiménez et al., 2010). Son animales bastante adaptables a
diversos climas; aunque habitan principalmente en las regiones altoandinas (desde los
3000 hasta mas de 4500 msnm) del Perd, pais que tiene la mayor poblacion mundo
(MIDAGRI, 2019). A nivel socioeconémico, la alpaca es un animal de alto valor. La fibra
producida por estos animales es una de las fibras de origen animal mas fina a nivel
mundial y su carne posee un alto valor nutritivo (Salva, 2019; Vigo, 2014). Importante
tomar en cuenta que su crianza tiene un menor impacto ambiental en comparacion a otros
animales al generar una menor huella de carbono en el medio ambiente (Gomez et al.,
2022; Adrian, 2019; Ho Chau, 2017). Todo esto permite el mantenimiento y crecimiento
de un mercado internacional estable que trae beneficios econdmicos tanto a nivel nacional
como a nivel local a los criadores altoandinos, los cuales obtienen sus ganancias
monetarias a partir de la crianza y de los productos de esta especie (MIDAGRI, 2019;
Vargas, 2018; Alfaro, 2006).

Sin embargo, a pesar del creciente interés por estos animales, la produccién y
conservacion de los camélidos sudamericanos aun se ve limitada debido a diferentes
factores. El principal problema es la baja tasa de natalidad, debido a factores fisiologicos
reproductivos como la alta mortalidad embrionaria (Sumar, 1999; Brown, B., 2000;
Catay, W.,2013). Un alto porcentaje de mortalidad ocurre en el periodo critico de la
reproduccion en alpacas, alrededor del dia 9 post copula, que corresponderia al momento
de reconocimiento maternal de la prefiez (Chipayo, 2003; Arainga, 2003, Adams, et al.
2016; Bianchi, et al., 2023). Este periodo critico se ha determinado por la elevacion de
niveles séricos de prostaglandina F2 alfa y un descenso transitorio de los niveles de
progesterona en esta especie (Aba et al., 1995; Gallelli, M., et al., 2020). Estos resultados
han permitido postular que este periodo critico corresponderia al momento del
reconocimiento maternal de la prefiez (RMP) en alpacas (Chipayo, 2003; Bianchi, et al.,
2022). Sin embargo, hasta el momento no se han hecho estudios que demuestren si en
verdad este periodo es de hecho el momento donde el embridn le da la sefial a la madre
para evitar la luteolisis, ni tampoco esta definido cuél es el mecanismo fisiol6gico de este
proceso de RMP. Es por eso que determinar si la presencia del embrion alrededor del dia
9 es necesaria para inducir el RMP en alpacas se ve como una necesidad imperativa, y
podria ayudar a disminuir los problemas reproductivos en esta especie.
Desafortunadamente, el embrién al dia 9 no puede ser observado por medio de la
ultrasonografia, pero el cuerpo luteo si puede ser facilmente detectado y su seguimiento
podria permitir realizar una buena evaluaciéon de la actividad embrionaria relacionada con
dar la sefial del RMP.

La evaluacién del cuerpo lGteo se realiza principalmente utilizando la ultrasonografia para
monitorear los ovarios (Pérez et al., 2021). La valoracion de la morfometria del cuerpo
luteo en modo B consiste en medir las caracteristicas como diametro, area y
circunferencia con un ecografo equipado con un transductor transrectal. EI cuerpo lUteo
en camélidos puede presentar un didmetro entre los 10 a 15 mm, dependiendo de la
especie y del dia post ovulacién (Pérez et al., 2021, Palomino et al., 2018). Se observa
como una estructura hipoecogénica con un area central ecogénica horizontal (Adams et
al; 1989; Huanca, T., 2008). Ultimamente, se ha reportado el uso de la ecografia Doppler
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en la evaluacion de la funcionalidad del cuerpo luteo en llamas (Pérez et al., 2021). Esta
técnica proporciona informacién sobre la presencia de vascularizacion, generando
iméagenes a tiempo real de la perfusion sanguinea del cuerpo luteo y podria brindar una
prediccion sobre la funcionalidad de la estructura (Pugliesi et al., 2023; Varughese, E.,
2017). Por lo tanto, realizar ecografia seriada del ovario de la alpaca es una técnica
factible que nos daria mucha informacion si queremos evaluar la funcionalidad del cuerpo
luteo al dia 9 en esta especie. AUn mas, si utilizamos la ecografia Doppler en su
diagnostico.

Cuando hay una insuficiencia en la fase lUtea, debido a diferentes factores, se da como
consecuencia el fracaso de la prefiez, dando lugar a abortos espontaneos y fracaso en la
reproduccion, siendo esto uno de los principales problemas en la produccién alpaquera
(Abalos et al., 2022; Bilodeau-Goeseels, S., Kastelic, J. 2003). Por consiguiente, el
monitoreo e identificacion del cuerpo lUteo después del dia 9 es relevante para predecir
la ocurrencia de gestacion de manera temprana. Un cuerpo lGteo pequefio y con poco flujo
sanguineo ha sido demostrado en bovinos que puede predecir una falla en la gestacion
(Pugliesi et al., 2023; Herzog et al., 2011, Siqueira et al., 2019). En este sentido, una
buena evaluacion del CL nos podria brindar importante informacion para predecir si la
alpaca lleva un embrion o no en el Gtero.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue identificar las principales caracteristicas
ultrasonograficas del cuerpo luteo en hembras con y sin la presencia del embrién
alrededor del momento del reconocimiento maternal de la prefiez en alpacas.

2. Materiales y Métodos
2.1. Lugar
El presente trabajo se realizd en el centro experimental Carolina, Universidad
Nacional del Altiplano, ubicado en el distrito de Puno, Provincia de Puno (15°,
52°,117’ latitud sur; 70°, 24°, 32’ longitud oeste), a una altitud de 3,995 msnm.

2.2. Animales
En este estudio se utilizaron 12 hembras y 2 machos de la raza Huacaya del centro
experimental Carolina. Como rango de edad, se tomé en cuenta hembras entre
los 3 a 6 afios y con una condicién corporal de 3 a 3.5 (Condicion corporal de 0
a 5, segun la Alpaca fact sheet: body condition score, USA). Los animales
incluidos en el estudio fueron sometidos a un examen fisico y ecografico para
descartar problemas reproductivos, y con historial de descarte de Toxoplasmosis.

2.3. Etica
El presente estudio fue sometido al Comité Institucional de Etica en Investigacion
con Animales y Biodiversidad (CIEI-AB-CIENTIFICA) de la Universidad
Cientifica del Sur, siendo este aprobado por el mismo (CONSTANCIA N° 152-
CIEI-AB-CIENTIFICA-2023)

2.4. Disefio experimental
Para el empadre, las hembras fueron sometidas a una evaluacion ecogréfica diaria
del ovario para evaluar el desarrollo folicular e identificar el foliculo dominante
en fase de crecimiento con un didmetro mayor a 7 mm (milimetros). Una vez
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identificado el foliculo dominante, las hembras fueron separadas y llevadas a un
ambiente aislado, donde fueron puestas en contacto con los machos para que sean
empadradas. EI empadre fue realizado por medio de monta natural, donde cada
macho permanecia con una hembra por un periodo minimo de 15 minutos para
garantizar la eficacia del procedimiento.

Una vez concluida la monta, a las hembras se les administrd una dosis (2 mL) de
GnRH (Pluserelina, Calier, Argentina) via intramuscular para asegurar la
ovulacion (Palomino et al., 2019). La ovulacion se determind por desaparicion del
foliculo dominante después de una evaluacion ultrasonografica a los 2 dias post
copula.

Posterior al empadre, las hembras fueron divididas de manera aleatoria en 2
grupos: i) CL con embrion (n=6) y ii) CL sin embrién (n=6), en donde se
evaluaron las caracteristicas ecogréaficas del cuerpo luteo desde el dia 5 post

monta.
US Faliculo
" us
Empadre  ovulacién Us CL uscL us cL uUscL uscL
weeeon || | l | | |
embrién | | | | | . |
n=6 | 1 | I | | |
Dia0 Dia2 Dia 5 Dia7 Dia 9 Dia 11 Dia13
US Foliculo
+ us
Empadre  gyylacion Us CL UscL US CL+Colecta UscL uscL
(B) CL sin l l l i
embrion | | | I | | |
n=6 I I [ I I I 1

Dia 0 Dia 2 Dia 5 Dia 7 Dia9 Dia 11 Dia13

Figura 1. Procedimiento metodoldgico. US foliculo: evaluacion ultrasonogréfica
del foliculo dominante. US ovulacion: Evaluacion ultrasonografica para
comprobar la ovulacién (Desaparicion del foliculo dominante). US CL:
Evaluacion ultrasonogréafica del cuerpo luteo y uso del Doppler desde el dia 5.
Colecta: Coleccion de embriones al dia 9 (dia aproximado del reconocimiento
maternal de la prefiez) (Aba et al., 1995).

En ambos grupos, CL fue evaluado de manera inter diaria mediante el uso de la
ultrasonografia bidimensional y Doppler desde el dia 5 post monta hasta el dia
13 post empadre. En esta evaluacion se tomd en cuenta el diametro del cuerpo
luteo en milimetros (mm), el area total del cuerpo lGteo en milimetros cuadrados
(mm?) y la circunferencia en mm. Asimismo, se evalué el flujo sanguineo por
medio de la técnica Doppler utilizando los estandares reportados por Pugliesi et
al. (2023) en bovinos. Finalizada la evaluacion ecogréafica de las alpacas, se
procedio a la recopilacién de los datos en las hojas de registro de cada individuo,
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para su posterior procesamiento estadistico y tabulacion. En el grupo CL con
embrion, la presencia del embrion fue confirmada posteriormente al Dia 13.

2.4.1.Coleccion de embriones

Al Dia 9 en el grupo CL sin embridn, las hembras fueron preparadas para la
coleccion de sus embriones, con la finalidad de evitar que se dé el reconocimiento
maternal de la prefiez y asi determinar si este es el periodo critico donde el
embriodn es necesitado.

La técnica utilizada para la colecta de embriones fue la no quirurgica. Para esto,
la alpaca recibié una dosis de anestesia epidural de 2 mL de clorhidrato de
lidocaina al 2% (Medifarma, Lima, Per() en el espacio sacro coccigeo (Palomino,
et al. 2019). Posteriormente se lavé de manera rigurosa la zona de la vulva con
aguay jabon desinfectante, y, una vez limpia, se procedio a secar con papel toalla.

A continuacién, se introdujo un catéter de coleccién de silicona de 16 French
(Partnar Animal Health, Ilderton, Ontario, Canada) junto con el estilete de acero
inoxidable a través del cuello uterino y se posiciond en la mitad de uno de los
cuernos uterinos mediante manipulacion transrectal. Una vez que el catéter fue
ubicado correctamente, se retir0 el estilete y se procedio a insuflar el balén de
fijacion para fijar el catéter en su lugar y evitar el reflujo durante el lavado. Para
el lavado se utilizd entre 15 a 30 mL de medio de lavado comercial (Complete
Flush; Vétoquinol, Paris, Francia), dependiendo del tamafio del cuerno,
utilizando una jeringa con punta de catéter de 35 mL. Cada cuerno fue lavado
con 4 a 6 volimenes de jeringa de medio, y el liquido aspirado fue colocado en
un filtro de 75 mm (filtro Emcon; Agtech, Manhattan, Kansas, USA) para la
recuperacion de los embriones. El remanente del filtro fue llevado a una placa
Petri de 100 mm, para localizar al embri6n con la ayuda del estereomicroscopio
(Leica Zoom 2000, USA) a un objetivo de 4X (Palomino, et al., 2019).

2.4.2. Evaluacion del cuerpo luteo

2.4.2.1. Ultrasonografia bidimensional

Para la evaluacion morfométrica del cuerpo Idteo se utilizé el modo B, el cual
consistio en medir el didmetro, area y circunferencia del cuerpo luteo en la
imagen que presentaba mayor tamafio. Esto se realizé por medio del uso de un
equipo ecografico ExaPad Mini (ExaPad Mini Veterinary Ultrasound Scanner,
IMV Imaging, Paris, Francia) equipado con un transductor lineal transrectal de
7.5 MHz. Para tomar las medidas de las caracteristicas morfométricas se utilizd
la opcion “Congelar” y se procedidé como se explica a continuacion i) el diametro
se evaluo colocando los calibradores electronicos del software a ambos extremos
del largo del tejido luteal y el estroma ovarico, lo que permitio obtener el
didmetro de la estructura en milimetros, ii) el area se obtuvo mediante la
herramienta elipse, para la cual se colocé los calibradores en el limite entre el
tejido luteal y el estroma ovérico, para luego usar el &rea circular de la misma
obteniendo el area del cuerpo luteo en usar el area circular del software para
medir el &rea del cuerpo luteo en milimetros cuadrados, iii) la circunferencia se
obtuvo de la misma manera que el area, dando el resultado en milimetros.
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2.4.2.2. Doppler color

Esta técnica consistio en medir la perfusion sanguinea del cuerpo lUteo. Para esto,
en primer lugar, se ubico la estructura en modo B, con el uso del ecégrafo y un
transductor transrectal. Seguidamente se activé el modo Doppler Color con la
finalidad de determinar la actividad vascular del cuerpo liteo. El porcentaje de
flujo vascular fue registrado en base a una evaluacién subjetiva (0 — 100%) de la
pared del cuerpo Iateo, mostrando areas llenas de signos de Doppler color segin
reportado anteriormente en bovinos (Ginther 2007; De Tarso et al., 2017). Las
iméagenes fueron almacenadas en la memoria interna del equipo para su posterior
evaluacion.

2.5. Analisis estadistico

Los datos tuvieron una distribucion paramétrica (Determinada por Shapiro Wilk) y
fueron procesados utilizando el analisis de varianza de medidas, en el cual se
analiz6 y comparo entre grupos las diferentes medidas del cuerpo luteo en los
diferentes dias post ovulacion (CL con embrién vs. CL sin embrion, por cada dia
de evaluacién) y de la velocidad de flujo sanguineo del CL. Los datos fueron
analizados con el programa R (version 3.5.1) usando el siguiente modelo
estadistico: Y=u+t +t x tiempo + e. Donde:

Y: variable dependiente.

u: variable independiente.

t: tratamiento

tiempo: dia de evaluacion

e: error

Una vez que se hallé que habia significancia en la interaccion tratamiento*tiempo,
se hizo una comparacién de pares mediante la prueba Tukey con correccion de
Bonferroni. Esto permitio hallar el p value de la interaccion de cada tratamiento
(con embridn y sin embrién) con cada tiempo (dia 5 a dia 13). Aquellos pares que
tuvieron un p value < 0.05 se consideraron significativos.

Los datos del flujo sanguineo fueron convertidos a datos contables usando la
transformacion Angular (y* = arcsenvy/100) antes de ser evaluados. Donde “y” es
el dato expresado en porcentaje.

3. Resultados
3.1. Coleccion de embriones
En el grupo CL sin embridn se colecté un embridn en cada una de las donadoras. Los
embriones colectados al Dia 9 tuvieron un tamafio entre 10 a 12 mm y presentaban
membranas homogéneas. En esta fase de desarrollo, este embrion es considerado un
concepto (embridn propiamente dicho rodeado de trofectodermo).

3.2. Caracteristicas morfoldgicas del CL

A la ultrasonografia, los cuerpos lateos fueron detectados en el ovario como
estructuras hipoecogénicas de tamafio y forma variada. Datos del diametro, area y
circunferencia del cuerpo Iuteo fueron registrados y los resultados se pueden observar
en la Tabla 1. En esta tabla se puede observar una disminucion de tamafio en cada una
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de las caracteristicas morfoldgicas del cuerpo IGteo en el grupo CL sin embrion en
comparacion con el grupo CL con embrion. La diferencia estadistica de estos
resultados entre grupos esta representada en las figuras 2, 3, y 4.

3.3. Flujo sanguineo del CL

La ultrasonografia Doppler color fue capaz de detectar el flujo sanguineo de los
cuerpos lateos en todas las alpacas. El flujo sanguineo se observd como imagenes
intermitentes de color rojo, amarillo y azul alrededor del CL. Los valores dados para
la evaluacion del flujo sanguineo se pueden observar en el Anexo 4. En nuestro
estudio se observé una disminucion del porcentaje del flujo sanguineo en el grupo CL
sin embridn a partir del Dia 11 y fue més evidente al Dia 13. Los datos colectados
estan descritos en la Tabla 1 y las comparaciones estadisticas entre grupos se pueden
observar en la figura 5.

Tabla 1: Resultados (Media + EEM) obtenidos por grupos del didmetro (mm), area
total (mm?2), circunferencia (mm) y flujo sanguineo (%) de los CL por dias de
evaluacion en alpacas con y sin remocién del embrion. EEM=Error estandar de la

media.
Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dia 11 Dia 13
Diametro del CL
CL con embrién (n=6) | 8.1+0.5 11.0+0.7 11.7+0.8 12.1+0.9 12.1+0.6
CL sin embrién (n=6) | 7.6x0.4 10.6+£0.5 11.5+0.4 6.9+0.6 29111
Area del CL
CL con embrion (n=6) | 54.1+6.8 | 101.0+14.1 | 107.2+14.0 | 111.1+17.1 | 107.5+8.8
CL sin embrion (n=6) | 48.4+3.1 93.545.3 101.4+7.4 48.3+5.6 12.3+4.7
Circunferencia del CL
CL con embrién (n=6) | 26.8+1.3 | 35.4+2.4 36.5+2.4 37.2+2.8 37.0£1.7
CL sin embrion (n=6) | 24.7+0.8 33.8+1.3 36.2+1.1 22.4+1.9 7.4+2.5
Flujo sanguineo del CL
CL con embridn (n=6) 17% 27% 38% 39% 55%
CL sin embrion (n=6) 14% 23% 36% 3% 3%
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Diametro del cuerpo luteo
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Diamtero en mm

Dia 5 Dia7 Dia 9 Dia 11 Dia 13
Dias post empadre

e (| cON emMbrion e CL sin embrion

Figura 2. Perfil del didmetro del cuerpo Iteo por dias de evaluacion en alpacas con 'y
sin remocion del embrion. Los datos se muestran como Media + EEM. Letras distintas
indican diferencias significativas entre grupos (P<0.05).

AREA DEL CUERPO LUTEO
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Figura 3. Perfil del area del cuerpo luteo por dias de evaluacion en alpacas con y sin
remocion del embridn. Los datos se muestran como Mediat EEM. Letras distintas
indican diferencias significativas entre grupos (P<0.05).
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Circunferencia del CL
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Figura 4. Perfil de la circunferencia del cuerpo IUteo por dias de evaluacion en alpacas
con y sin remocion del embrion. Los datos se muestran como Media + EEM. Letras
distintas indican diferencias significativas entre grupos (P<0.05).

Flujo Sanguineo del CL
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Figura 5: Perfil del flujo sanguineo del cuerpo IGteo por dias de evaluacion en alpacas
con y sin remocion del embrién. Los datos se muestran como Media + EEM. Letras
distintas indican diferencias significativas entre grupos (P<0.05).

4. Discusion
En el presente estudio se reporta la regresion del diametro, area, circunferencia y flujo
sanguineo del cuerpo luteo en alpacas que fueron sometidas a remocion del embrion
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al dia 9 post copula. Esto apoyaria la hipdtesis de que el momento del reconocimiento
maternal de la prefiez (RMP) en alpacas ocurriria en ese periodo (9 a 12 dias de
gestacion) ya que la remocion del embridn evit6 que este dé la sefial a la madre y que
se produzca la regresion del cuerpo luteo en alpacas (Bianchi et al., 2023).

El cuerpo lateo puede visualizarse de manera bidimensional usando la ultrasonografia
en modo B para caracterizar cada estructura presente para su evaluacion
morfométrica, permitiendo evaluar su funcionalidad al momento de la prefiez (Pérez
et al., 2021). En el presente estudio, las caracteristicas morfométricas (diametro, area
y circunferencia) del cuerpo luteo no fueron diferentes hasta el dia 9 entre los grupos
de alpacas con o sin remocion del embrion. Sin embargo, en el grupo de hembras
sometidas a la remocion del embrion al dia 9 post copula, se detecto que los cuerpos
luteos empezaron a regresionar al dia 11, y luego al dia 13 practicamente no se pudo
detectar el cuerpo Iuteo en esos animales. Esto concuerda con el estudio realizado por
Adams et al. (1991), en el cual se evalud el cuerpo luteo en llamas por ultrasonografia
en modo B, y se observo que el didmetro de los cuerpos luteos en llamas prefiadas y
vacias fueron similares hasta el dia 5 post ovulacion, pero que a partir del dia 9y 10,
hubo una regresion de esas estructuras en llamas que luego no resultaron prefiadas.
De igual manera, los autores reportaron que no se detectd el cuerpo lateo en el dia 12
en llamas que al final se detectaron vacias, mientras que en llamas que resultaron
prefiadas se visualizé hasta el dia 60 de la gestacién. De igual modo, en el estudio
realizado por Bourke et al. (1992), se menciona que se detectd por medio de
ultrasonografia rectal que, el tiempo aproximado de vida del cuerpo lGteo en alpacas
no prefiadas fue de 11 dias post cépula. Por otro lado, Fernandez-Baca et al. (1970)
refieren que, mediante la realizacion de necropsias, se pudo identificar la regresion
del didmetro del cuerpo lateo a partir del dia 12 en alpacas que resultaron no prefiadas,
dicha reduccion del didmetro fue aproximadamente a la mitad del observado al dia 9
de gestacion. En nuestro estudio se demuestra por primera vez experimentalmente
que la remocion del embridn al dia 9 induce lutedlisis, lo que nos lleva a especular
que cualquier falla en el desarrollo de este embrion antes de este periodo podria estar
relacionado con una perdida embrionaria temprana en alpacas.

Adicionalmente, en nuestro estudio, se identificé una caida en el flujo sanguineo del
cuerpo luteo a partir del dia 11 post copula en las alpacas con remocion del embridn
mediante la evaluacion por la técnica Doppler Color. En bovinos, Pugliesi et al.
(2023), mencionan que se dara una reduccion de la perfusion sanguinea del cuerpo
luteo en cuerpos luteos de vacas no gestantes, generando el cese de la produccion de
progesterona. Posteriormente se daré la apoptosis celular, dando como resultado una
necrosis y remodelacion del tejido. La reduccidon del flujo sanguineo del cuerpo luteo
a partir del dia 11 post copula detectado en este estudio nos estaria demostrando que
la ausencia del embrién a partir del dia 9 produciria la lutedlisis en alpacas. Esto
concuerda con la investigacion de Siqueira et al. (2019), en la cual, se indica que en
bovinos se observa una diferencia marcada en el flujo sanguineo entre vacas prefiadas
y no prefiadas. Indicdndose que hay una reduccién de perfusion sanguinea luteal en
vacas no prefiadas desde el dia 16 post inseminacion. Los autores refieren a esta
diferencia como un indicador de lutedlisis funcional, que seria un indicador
fisiologico primario de una falla en el reconocimiento maternal de la prefiez. Del
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mismo modo, Herzog et al. (2011), identificaron que en vacas prefiadas el flujo
sanguineo del cuerpo luteo fue mayor al de las vacas no prefiadas, desde el dia 15 al
18. Siendo el periodo critico para el establecimiento de la prefiez entre los dias 15 y
17 de gestacion, en los cuales el embrion libera interferon tau, el cual inhibe la
produccion de prostaglandina y evita la regresion de cuerpo lUteo para mantener la
prefiez (Mann et al. 1999; Wolf et al., 2003; Thatcher et al., 2001). Agregando a lo
anterior, la reduccién de flujo sanguineo en animales no prefiados coincidiria con
cambios morfoldgicos, incluyendo la regresion de capilares, el incremento de tejido
conectivo y la regresion o perdida de células luteales parénquimales (Herzog et al.,
2010; Herzog et al., 2011; Miyasaki et al., 1998). En llamas, se ha demostrado que el
flujo sanguineo disminuye en hembras no prefiadas desde el dia 9 de gestacion, siendo
los niveles mas bajos entre los dias 12 y 14 (Gallelli et al., 2020) lo que concuerda
con nuestros resultados en alpacas.

En el presente estudio, la ausencia del embrion después del dia 9, no habria permitido
darle la sefial a la madre para que el cuerpo luteo continde incrementando su flujo
sanguineo, mientras que en aquellas con embridn se habria mantenido la perfusion e
incluso habria producido un incremento del mismo. Esto confirmaria estudios
anteriores que sugieren que el dia 9 seria el periodo critico para el reconocimiento
maternal de la prefiez en alpacas y que podemos usar la ultrasonografia Doppler para
discernir tempranamente si hay un embrion presente. En mamiferos, el RMP se define
como la secuencia de eventos, mediante la cual, el embrion da sefiales a la madre con
la finalidad de prolongar la vida util del cuerpo IGteo al evitar la lute6lisis y mantener
la gestacion por medio de la secrecion de progesterona (Destro et al., 2014; Abdoon
et al., 2017). Segun Pugliesi et al. (2023), cuando la concepcion falla, se produce la
lutedlisis debido a que la ausencia del embridn no permite darle la sefial a la madre y
se produce la prostaglandina F2 alfa (Aréchiga et al., 2019; Mamani et al., 2016). Por
lo tanto, se producen cambios morfolégicos en el cuerpo lateo que pueden ser
observados mediante métodos no invasivos como lo es la ecografia transrectal. En
cameélidos, se ha sugerido que el factor que desencadena el RMP es el estradiol
(Powell et al., 2007; Bianchi et al., 2023). La accion del estradiol seria de una manera
similar al que ocurre en porcinos donde la prostaglandina f 2 alfa es redireccionada a
la luz uterina e inactivada (Campbell et al., 2017). Sin embargo, otros estudios han
sugerido que el embrién atenda la produccion de COX 2 en endometrio y asi evitaria
la produccion de prostaglandinas (Bianchi et al., 2015). Por lo tanto, aiin se necesitan
mas estudios para determinar exactamente cuél es y como trabaja el factor del RMP
en camelidos.

5. Conclusién

En conclusion, el diametro, el &rea, circunferencia y flujo sanguineo del cuerpo Iiteo
de hembras que sufrieron remocion del embrion al dia 9 disminuyeron
significativamente a comparacion del grupo de hembras que no fueron sometidas a la
coleccion del embrion en el mismo dia.

Por lo tanto, la regresion morfolégica y disminucion del flujo sanguineo del cuerpo
[Uteo en alpacas con remocion del embrion al dia 9 post copula estaria demostrando
que, la presencia del embridn en este periodo seria necesaria para desencadenar el
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proceso de reconocimiento maternal de la prefiez en esta especie.

Futuros experimentos

En base a nuestros resultados, futuros estudios estaran destinados a determinar la
expresion génica de los factores del reconocimiento maternal de la prefiez en
embriones dia 9 en alpacas. Dado que, segun el presente estudio, es el momento en
que se requiere la presencia del embridn para mantener el CL. El punto critico que
tendriamos seria poder realizar el proceso de extraccion del ARN de las muestras de
embriones colectados de alpaca. Para mitigar este desafio tendremos la asesoria de
un profesional con amplia experiencia en la extraccion de ARN de diversas muestras
en diferentes especies.
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Anexo 1: Highlights

e La remocion del embrion induce regresién morfolégica del cuerpo luteo en
alpacas.

e La remocion del embrion disminuye el flujo sanguineo en el cuerpo lateo de
alpacas.

e Se demuestra que el periodo critico en alpacas es el dia 9 post copula que
corresponderia al momento de reconocimiento maternal de la prefiez.

Anexo 2: Empadre realizado por monta natural durante la investigacion
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Anexo 4: Imagenes en Doppler Color recuperadas de los cuerpos lUteos
durante la experimentacion con calculo de porcentaje de flujo sanguineo

(A)Evaluacion ecografica Doppler Color de cuerpo luteo al dia 7 post ovulacion
(B)Porcentaje de flujo sanguineo 25% (C) Evaluacion ecografica Doppler Color de cuerpo
luteo al dia 11 post cdpula (D)Porcentaje de flujo sanguineo de 45% (E) Evaluacion
ecogréafica Doppler Color de cuerpo luteo al dia 11 post copula (F) Porcentaje de flujo
sanguineo de 75% (G) Evaluacion ecografica Doppler Color de cuerpo ldteo al dia 13 post
copula (H) Porcentaje de flujo sanguineo de 95%
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Anexo 5: Evaluacién ecograéfica de las variables diametro, area 'y
circunferencia de los cuerpos luteos evaluados.

Default 11/02/2024
Horse/General 14:28:09

Default 19/02/2024
Horse/General 08:15:25
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Anexo 7: Resolucién de la comision de ética
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1. APROBAR el Proyecto de Tesis para optar el Titulo Profesional de Médico Veterinario
Zootecnista titulado: “Evaluacion ultrasonografica del cuerpo luteo de alpacas con
remocion del embrion alrededor del momento de reconocimiento maternal de la
prenez”.
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4. Disponer la inscripcidon del proyecto de tesis aprobado en el Registro de Tesis para
optar el Titulo Profesional de la Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
CIENTIFICA.

5. ARIADNA YANEZ GIL Tiene hasta el 09 de Diciembre del 2025 para sustentar la tesis
desde la fecha de emision de la presente Resolucion.

Registrese, comuniquese y archivese.

M.V.Z. Maria Lourdes Velarde Marcos
Decana de la Carrera de Medicina

Veterinaria y Zootecnia
T// (516106738
informes@cientifica.edupe
cientificaedupe
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