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RESUMEN

El estrés es un factor determinante que afecta la fisiologia reproductiva de los animales,
influyendo en los niveles hormonales, especialmente el cortisol, biomarcador clave del
estrés. En alpacas Suri, procesos reproductivos como la transferencia de embriones o la
monta natural pueden incrementar significativamente el cortisol, impactando su bienestar
y rendimiento reproductivo. El objetivo fue determinar el efecto de la transferencia de
embriones sobre los niveles de cortisol en alpacas Suri. Para este estudio, se tomaron
muestras de sangre de alpacas Suri en dos grupos: el grupo uno post transferencia de
embriones y otro post monta natural. El analisis hormonal se determiné mediante la
técnica de ELISA. Los datos se procesaron mediante la prueba de U de Mann-Whitney.
Los resultados estadisticos para el grupo uno fueron la media de 6.48 ug/dl, con una
desviacion estandar de 2.97 pg/dl; para el grupo dos la media fue 3.29 pg/dl, con una
desviacion estandar de 1.94 pg/dl, al comparar ambos resultados el grupo de post
transferencia de embriones y post monta natural la diferencia estadistica fue altamente
significativa p-valor = 0.001<0.05. En conclusion, esto indica que el procedimiento de

transferencia de embriones induce un aumento en los niveles de cortisol.

Palabras clave: Alpaca Suri, Cortisol, Sangre, Transferencia de embriones.
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ABSTRACT

Stress is a determining factor that affects the reproductive physiology of animals,
influencing hormonal levels, especially cortisol, a key biomarker of stress. In Suri
alpacas, reproductive processes such as embryo transfer or natural mating can
significantly increase cortisol, impacting their well-being and reproductive performance.
The objective was to determine the effect of embryo transfer on cortisol levels in Suri
alpacas. For this study, blood samples were taken from Suri alpacas in two groups: group
one after embryo transfer and group one after natural mating. Hormonal analysis was
determined using the ELISA technique. Data were processed using the Mann-Whitney U
test. The statistical results for group one where the mean of 6.48 pg/dl, with a standard
deviation of 2.97 ug/dl; for group two the mean was 3.29 pg/dl, with a standard deviation
of 1.94 pg/dl, when comparing both results for the post embryo transfer group and the
post natural mating group the statistical difference was highly significant p-value = 0.001
< 0.05. In conclusion, this indicates that the embryo transfer procedure induces an

increase in cortisol levels.

Keywords: Alpaca Suri, Cortisol, Blood, Embryo transfer.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos (CSA) son una riqueza pecuaria y genética de las
poblaciones andinas, siendo la alpaca (Vicugna pacos) la especie de mayor numero
poblacional en el Peri (Arias C. & Velapatifio, 2015). Los ganaderos brindan una
alimentacion adecuada para un mejor rendimiento productivo y reproductivo (von
Keyserlingk et al., 2009). Una de las limitantes que existe durante las explotaciones
alpaqueras en el Peru es el estrés que se encuentra directamente incluida en los
incrementos de la concentracion de cortisol en sangre de tal forma que minimiza la

funcién reproductiva, inmune y digestiva (Dallman, 2003).

Las biotecnologias reproductivas son herramientas que nos ayudan al progreso
genético de las especies domésticas y aportan nuevas soluciones para facilitar el manejo
genético de poblaciones de los camélidos sudamericanos (Gomendio et al., 2006). En los
camélidos sudamericanos (CSA) la transferencia de embriones (TE) nos brinda un amplio
potencial respecto a la capacidad reproductiva de los donantes de alto mérito genético en
los rebafios domésticos y de facilitar la conservacion y repoblacion de especies de

camélidos silvestres (Sumar, 2013).

El avance de las técnicas de reproduccion asistida en camélidos sudamericanos
todavia es bastante limitado en comparacion con otros animales y representa el trabajo de
pequefios grupos de investigacion a nivel global (Ratto et al., 2013). La transferencia de
embriones en alpacas es un procedimiento cominmente utilizado en programas de
mejoramiento genético y conservacion. Sin embargo, este proceso puede inducir estrés
en los animales, debido a varios factores asociados con la manipulacién y el cambio de

entorno (Orellana & Peralta, 2007). Ademas, estudios han demostrado que el estrés puede

15
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influir negativamente en la tasa de éxito de la transferencia de embriones, ya que puede
interferir con la receptividad uterina y la calidad de los embriones implantados (Lozano

etal., 2010).

La activacion del Sistema Nervioso Autonomo (SNA) esta vinculada a la
estimulacion del eje Hipotalamico-Hipofisiario-Adrenal (HHA), el cual involucra a las
neuronas productoras de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y de arginina
vasopresina (AVP) en el nucleo paraventricular (PVN) del hipotalamo. La liberacion de
estas hormonas provoca la secrecion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) desde
la hipdfisis, la cual, al circular por el sistema sanguineo, llega a la corteza adrenal y
desencadena la sintesis y liberacion de glucocorticoides, como el cortisol, que es el
principal marcador de estrés, y la corticosterona (Koscinczuk, 2014). Las consecuencias
del estrés se manifiestan en diversas actividades relacionadas con el manejo, transporte,
estado nutricional, hormonal y ambiental de las alpacas. Con el presente estudio se
pretende investigar acerca del efecto de la transferencia de embriones sobre los niveles

de cortisol en alpacas Suri del Centro Experimental Chuquibambilla.

1.1. OBJETIVO DE LA INVESTIGACION

1.1.1. Objetivo general
- Determinar el efecto de la transferencia de embriones sobre los niveles de
cortisol en alpacas Suri.
1.1.2. Objetivos especificos
- Comparar los niveles de cortisol sérico en alpacas Suri post transferencia

de embriones y post monta natural.
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2.1.

CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION
2.1.1. A nivel internacional

En estudios de programas de transferencia de embriones (TE) el estrés es
un factor de impacto importante en los resultados de la TE. Las donantes
transportadas durante 15 a 60 minutos a veces todos los dias, durante 4 dias, tienen
una tasa de ovulacion mas baja en respuesta a la superovulacion 15.4 + 1.7 frente
a 20.4 + 2.1; (Edwards et al., 1987). En relacion con los receptores, se observé
que los animales inducidos a caminar 7 km en terreno accidentado en los dias
posteriores al estro mostraron tasas de prefiez mas bajas en comparacion con el

grupo control (Lowman et al., 1994).

Viana et al., (2022) indica la valoracion entre el indice de temperatura-
humedad ambiental (THI), la temperatura rectal (RT), la concentracion de cortisol
en plasma y la tasa de prefiez en vacas receptoras de embriones en el bioma
amazoénico. La poblacion de receptores de embriones (n = 235) se sometieron a
sincronizacion de estro mediante la simplificacion del Protocolo P36 para la
transferencia de embriones de tiempo fijo (TETF). En los dias cero (D0), ocho
(D8) y el dia 16 (D16) se midio la temperatura rectal de las vacas receptoras, asi
como la temperatura ambiente y la humedad relativa. En el dia 16 (D16), cada
receptor recibié un embrion transferido. En donde se obtuvieron resultados de los
niveles de cortisol del grupo de no prefiadas (GNP) de 17.78 + 5,54 ng/ml y grupo

de prefiadas (GP) de 13.78 + 4.74 ng/dl, en este contexto, como es considerada la

17
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hormona del estrés, su evaluacién, en la actualidad ha adquirido gran importancia

(Benatti, 2010).

El estudio se llevo a cabo en Hungria se investigod los niveles de estrés en
alpacas durante la esquila, utilizando los niveles de cortisol en saliva como
indicador de estrés. Realizado en 2014 y 2015, se tomaron muestras de saliva de
10 y 12 alpacas, respectivamente, en diferentes momentos: antes, durante,
inmediatamente después y 30 minutos después de la esquila. Los resultados
indican que los machos mostraron mas nerviosismo antes de la esquila en
comparacion con las hembras, los niveles de cortisol generalmente aumentaron
durante el proceso de la esquila, la mayoria de las hembras presentaron niveles
elevados de cortisol debido al estrés de la esquila, y finalmente el estudio concluye
que la esquila causa un ligero estrés en las alpacas, pero con un manejo adecuado,
se puede minimizar el estrés significativo. Ademas, se sugiere que técnicas de
manejo adecuadas, como minimizar movimientos innecesarios y combinar
procedimientos, pueden ayudar a reducir el estrés en las alpacas (Pragai & Kovacs,

2020) .

El presente estudio se llevo a cabo en una granja de alpacas en la provincia
de Lubelskie, de Polonia que investiga las respuestas conductuales y
neuroendocrinas de las alpacas (Vicugna pacos) durante y después del
procedimiento de esquila, centrandose en indicadores de estrés como el cortisol,
dopamina, noradrenalina, serotonina y tiroxina. Se llevo a cabo con 20 alpacas,
evaluando su comportamiento y niveles hormonales en tres intervalos: tres dias
antes de la esquila, el dia de la esquila y cinco y diez dias después. En donde los
resultados fueron que los niveles de cortisol en machos el dia de esquila fueron de

6.50 ng/ml, mientras que en hembras fueron de 4.27 ng/ml. Después de la esquila,
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los niveles de cortisol en hembras fueron de 6.65 ng/ml y en machos de 5.29
ng/ml. Los hallazgos indican que la esquila provoca una respuesta aguda de estrés
el dia del procedimiento, con cambios conductuales observados, pero no
sostenidos en los dias siguientes. Ademas, se observaron correlaciones entre
ciertas respuestas conductuales y cambios neuroendocrinos, lo que contribuye a
la comprension de los mecanismos de estrés en las alpacas durante practicas de
manejo rutinarias. Las respuestas conductuales al estrés fueron agudas durante la
esquila, sin cambios significativos observados posteriormente (Budzynska et al.,

2024).

Segun Raggi et al, (1994) refiere que lograron caracterizar
fisiolégicamente a la alpaca en el ambiente del altiplano chileno, a una altitud de
4200 m.s.n.m., utilizaron 30 animales entre machos y hembras adultos; que
fueron confinados en corrales de estabulacidn durante la noche y se mantuvieron
durante el dia en pastoreo libre, ademas los animales fueron muestreados 2 veces
al dia (mafiana y tarde) durante 15 dias continuos, en la cual una de las variables
analizadas fue los niveles de cortisol plasmatico, los resultados fueron: en la
mafiana 1.0378 +£0.7446 y en latarde 0.501 £ 0.3346 ug/dl, este estudio concluye
que de acuerdo a los resultados existe una posible participacion del ritmo

circadiano para el cortisol plasmatico en las alpacas.

Segun Larry, (2012) menciona que las concentraciones plasmaéticas de
cortisol en mamiferos estan dentro del rango normal de 4 a 16 ug/dl y muestran
un ritmo circadiano, con concentraciones normales que aumentan durante el
suefio. Debido a este ritmo circadiano, se debe tener en cuenta el momento de la
toma de muestra de sangre al interpretar las concentraciones clinicas de cortisol

en plasma.
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La Universidad Autonoma Metropolitana de México llevéd a cabo un
estudio para analizar cémo el hacinamiento y la falta de agua afectan el
comportamiento reproductivo y los niveles hormonales en cabras criollas de la
Mixteca Oaxaquefia. La muestra incluy6 10 hembras, 7 machos y 1 semental en
el grupo de control, donde cada cabra tenia un espacio de 2 m2. En el grupo
sometido a estrés, se incluyeron 10 hembras, 9 machos y 1 semental, con un
espacio disponible de solo 40 cm? por cabra y sin acceso a agua en el corral, que
solo se proporcionaba durante el pastoreo. Las cabras fueron alimentadas
mediante pastoreo en campo abierto durante 6 horas al dia durante 4 meses. Los
resultados mostraron diferencias significativas en las concentraciones séricas de
cortisol entre los dos grupos; aungue la variacién diaria de esta hormona fue
similar en ambos, los niveles eran distintos. En el grupo control, el cortisol alcanzé
un maximo de 1.9600 pg/dl y un minimo de 0.6950 ug/dl, mientras que, en el
grupo de estrés, los valores oscilaron entre 4.3950 pg/dl y 2.483 pg/dl (Diaz,

2016).

Un estudio realizado por Rosiara et al., (2016) en el pais de Brasil en la
Unesp Campus de Botucatu, evalud los niveles séricos de cortisol y progesterona
en hembras bovinas sometidas a manejo diario y semanal. Estos divididos en dos
grupos en la cual se utilizaron siete vacas Nelore (Bos taurus indicus), primiparas
y multiparas. El primer grupo, los animales fueron manipulados diariamente y
monitoreados durante 21 dias consecutivos, tiempo equivalente a un ciclo estral.
El grupo 2, los animales fueron seguidos durante 9 semanas consecutivas. Todos
los animales fueron llevados al baul de contencidn, sometidos a palpacién
transrectal y ecografia, asi como venopuncién yugular. Enseguida las muestras de

plasma se procedieron a congelar y luego se medir las concentraciones
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plasmaticas de cortisol y progesterona mediante técnicas de radioinmunoensayo.
Los animales del grupo 1 tenian concentraciones plasmaticas de progesterona que
oscilaban entre 0.13 y 4.42 ng/ml (p < 0.05), mientras que los animales del grupo
2 no cambiaron las concentraciones plasmaticas de progesterona durante varias
semanas (0.17 a 1,2 ng/ml ml; p > 0.05). Las dosis de cortisol oscilaron entre 1
pg/dl y 5 pg/dl en los animales del grupo 1 y entre 0.83 pg/dl y 6.2 pg/dl en los
animales del grupo 2. Los procedimientos de manipulacion utilizados en los

grupos 1y 2 fueron capaces de inducir estrés en los animales.

En la ciudad de Cuenca, Ecuador, en la Universidad Politécnica Salesiana
Sede Cuenca, Lopez, (2021), realiz6 una investigacion que tuvo como objetivo
evaluar la valoracion de los niveles de cortisol en bovinos aparentemente sanos
mediante la técnica de ELISA cuantitativo en condiciones de altitud. Los
resultados fueron que la concentracion de cortisol tuvo un promedio en machos

de 10.238 ug/dl y en hembras de 8.585 pg/dl.

En un trabajo realizado en el laboratorio de la Clinica Veterinaria Polivet
de la Universidad Nacional Politécnica Salesiana, Sede Cuenca, el objetivo fue de
medir determinar los niveles de cortisol de equinos (Equus caballus)
aparentemente sanos mediante la técnica de ELISA cuantitativo en condiciones
de altitud, el tamafio de muestra fue 200 equinos, divididos en dos grupos,
hembras (100) y machos (100), de los cuales se tomaron muestras sanguineas. En
el analisis del cortisol en plasma de equinos machos obtuvieron la media de los
niveles de cortisol 6.731(ug/dl) y la desviacidn estandar 3.62 y para los equinos
hembra obtuvieron la media de los niveles de cortisol 7.117 (pg/dl) y una
desviacion estandar de 2.14 referente de los datos obtenidos del plasma.

Concluyendo que las mediciones de cortisol a nivel de altura en equinos sirven
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como informacion cientifica para referencias de laboratorios clinicos veterinarios

(Gonzalez, 2023).

Un estudio realizado en la Universidad de Azores, de Portugal se tuvo
como objetivo evaluar el efecto del estrés en el desempefio reproductivo del
ganado. Para ello, se dividieron en dos grupos un total de 137 vacas: 65
pertenecientes a la raza Azores Lydia y 72 del cruce Aberdeen-Angus con
Limousine, libres de enfermedades. Ocho dias antes de iniciar los procedimientos
experimentales, los animales pasaron a través de la manga de contencion cada dos
dias por rutina y presencia humana. El protocolo de sincronizacion, se inicio
colocando intravaginalmente un inserto de liberacion interna controlada de
farmaco (CIDR®) impregnado de progesterona y se administrd una inyeccion de
GnRH. Después de 7 dias, se administr6 PGF2a y se retiré el CIDR®. Al dia 10,
las vacas fueron inseminadas una vez después de otra inyeccion de GnRH para
inducir la ovulacion, y el diagndstico de prefiez se realizd mediante ecografia 30
dias después de la inseminacion artificial. La muestra de sangre fue recolectada
en tubos de 5 ml con un activador de coagulo sérico Z y se midi6 el cortisol
utilizando el sistema de inmunoensayo IMMULITE 2000 ®. Los resultados
indicaron diferencias significativas (p<0.05) en los niveles de cortisol entre ambos
grupos (vacas mestizas de carne vs Azores Lydia) de 4.3£0.3 ng/dl y 5.8+0.4
ng/dl, respectivamente. Los resultados de prefiez también fueron
significativamente diferentes: 63.7% frente a 45.6%, respectivamente, para las
vacas mestizas de carne y "Azores Lydia". El presente estudio demostrd
claramente una correlacion negativa entre los niveles de cortisol y las tasas de
embarazo después de la inseminacion artificial a tiempo fijo. Los bajos niveles de

cortisol observados en los animales y particularmente en la raza Azores Lydia, en
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comparacion con otros estudios realizados en estos animales, deben deberse al
paso de los animales en la manga, lo que les permite habituarse a una rutina, como

asi como a la presencia humana (Faria et al., 2023).

2.1.2. A nivel nacional

En Cajamarca, Per(, en la Universidad Nacional de Cajamarca, Galvez,
(2019), realizé una investigacion cuyo objetivo fue evaluar las concentraciones
séricas de cortisol, para determinar la presentacion de estrés al que son sometidas
las vacas en el manejo ante mortem en el Matadero Municipal de la Provincia de
Cajabamba, del cual concluy6 que las concentraciones de cortisol(nmol/L) en las
vacas que fueron sometidas al manejo ante mortem al momento del encierro, a las
7 horas posteriores de descanso en los corrales de encierro y al momento del
deguello, fueron estadisticamente diferentes (p <0.01). Siendo a las 7 horas,
cuando las vacas estaban en los corrales de encierro las que registraron los
menores valores (1.6490 ug/dl) y diferente a los valores registrados al momento
del encierro en los corrales (3.4865 ug/dl) y en el degiello (3.2821 pg/dl),

hallando estos dos ultimos valores similares (p >0.05).

En el Perq, las alpacas crias son destetadas al principio de la primavera
(setiembre a octubre), cuando tienen entre 7 y 8 meses de edad. En este contexto,
Bravo et al., (2001) hizo una investigacion en el periodo de destete, en la cual se
recogieron muestras de sangre 2 dias antes, el dia del destete (0) y los dias 3y 5
después del destete, el cortisol fue de 3.25 pg/dl 2 dias antes del destete y luego
aumento el dia 3 a 6.47 pg/dl, pero luego disminuy6 a 2.94 pg/dl el dia 5 después

del destete.
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2.2.  MARCO TEORICO

2.2.1. Aspectos generales e importancia de alpacas en el Peru

La crianza de camelidos sudamericanos se ha expandido en varios paises,
pero el Peru continta siendo el principal pais poseedor de estos animales, con mas
del 50% de la poblacién mundial. Ademaés, Peru es el Unico pais que alberga las
cuatro especies de la familia de camélidos sudamericanos: la alpaca y la llama,
que son criadas de manera doméstica para fines productivos, y la vicuia y el
guanaco, que son especies silvestres. En afios recientes, se ha observado un leve
aumento en la poblacién de alpacas en Peru; sin embargo, los estudios actuales
indican que su desempefio reproductivo no es 6ptimo, como lo evidencian las
bajas tasas de fertilidad (Norambuena et al., 2018; Ratto et al., 2006; Sapana et
al., 2009), que podrian estar relacionados a problemas de bienestar animal,

produccion y reproduccion.

Los criadores de alpacas (Vicugna pacos) y llamas (Lama glama) estan
muy comprometidos en brindar a sus animales una nutricion y salud adecuada
para lograr los mayores resultados productivos, ademés en cuanto al manejo
animal, tienen un ambiente confortable, higiene y sin estrés ni dolor, lo que les
permite mostrar el comportamiento social esperado y maximizar su desempefio
productivo y reproductivo. (von Keyserlingk et al., 2009). Las principales
limitantes en las explotaciones alpaqueras en el Per( es la baja eficiencia
reproductiva: baja tasa de natalidad, inicio de actividad reproductiva tardia

(Fernandez-Baca, 1991; Novoa, 1970).

A pesar de las bondades presentadas en esta especie, existen multifactores
que la predisponen a diversas enfermedades infecciosas respiratorias, tales como
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los cambios bruscos de microclimas extremos (Rosadio et al., 2011), el transporte,
largos recorridos de pastoreo, hacinamiento, manejos inadecuados en las
actividades productivas (sanitario, reproductivos, esquila), estrés y deficiencias

inmunoldgicas (Carbonero et al., 2011; Svensson et al., 2003).

Los camélidos sudamericanos tienen una baja capacidad reproductiva
debido a que su reproduccion es estacional con un periodo de gestacion de
aproximadamente 340 a 345 dias (Sumar, 1996). Dependiendo de la edad y del
animal, tienen un inicio tardio de la pubertad y sufren pérdidas embrionarias
tempranas (Fernandez-Baca et al., 1970), por lo que se realizan esfuerzos para
lograr técnicas exitosas en la reproduccion asistida, como la inseminacién
artificial, superovulacion, transferencia de embriones y fecundacién in vitro. Sin
embargo, el desarrollo de la biotecnologia esta limitado no sélo por los limitados
recursos financieros, sino por las regulaciones de proteccion y registro de la cria

sobre estas especies (Forshey et al., 2018; Herrid et al., 2017).

2.2.2. Biotecnologia reproductiva en alpacas

Las biotecnologias reproductivas son herramientas que nos ayudan al
progreso genético de las especies domésticas y aportan nuevas soluciones para
facilitar el manejo genético de poblaciones de especies en peligro de extincion
(Gomendio et al., 2006). Desde el 2000, los camélidos sudamericanos se han
vuelto més populares a nivel internacional por la difusion de sus caracteristicas
productivas, incrementandose el interés en la aplicacion de tecnologias
reproductivas (Miragaya et al., 2006). En los camélidos sudamericanos (CSA) la
transferencia de embriones (TE) nos brinda un amplio potencial respecto a la

capacidad reproductiva de los donantes de alto mérito genético en los rebafios
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domésticos y de facilitar la conservacién y repoblacion de especies de camélidos

silvestres (Sumar, 2013).

La transferencia de embriones requiere varios pasos, cada uno de los cuales
tiene ciertas limitaciones, para tener una técnica exitosa, ya que estos camélidos
son ovuladores reflejos o inducidos, en los que, las sefiales neuronales de la copula
y proteinas seminales, como el factor de crecimiento B-neural (Adams et al., 2005;
Adams & Ratto, 2013), ademas de ser el principal factor que estimula o provoca
la liberacion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) desde el
hipotdlamo, también estimula la liberaciébn de la hormona luteinizante
preovulatoria (LH). Por tanto, la ovulacion no es un evento ciclico regular (Silva
et al., 2020). En este sentido, el reto es una superovulacion exitosa para producir
mas embriones, una recuperacién 6ptima de los embriones y una buena
sincronizacion de la actividad ovarica entre las hembras donante y receptora, ya
que la transferencia se realiza inmediatamente después de la recuperacion del

embrién (Vaughan et al., 2013).

En el tema de la biotecnologia reproductiva existen diversas técnicas de
coleccion de embriones de las cuales la més utilizada es de lavado uterino en
alpacas con ovulacion simple, que no requiere un tratamiento previo de
multiovulacion; razén por la cual generard un menor costo, obteniendo un
resultado de 70% de efectividad de coleccion de embriones (Huanca et al., 2012;

Vaughan et al., 2013).
2.2.3. Monta natural en alpacas

La monta o cépula en los camélidos presenta caracteristicas particulares y
consiste en varias fases, a saber:
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- Fase 1: Galanteo: consiste en la deteccion del celo por parte de la alpaca y
el proceso puede ir desde la persecucion de la hembra, hasta que ésta se
acueste o simplemente la hembra se echa ante el acercamiento del macho
y éste la monta directamente.

- Fase 2: Acercamiento o "punteo": el macho en la posicién se muestra
echado sobre la hembra invagina reiteradamente el pene y con la cresta
cartilaginosa del glande busca la entrada a la vagina, se acerca y acomoda
de acuerdo a las distancias y al tamafio de la hembra. Esta fase finaliza
cuando la hembra levanta la cola y el macho inicia la intromision del pene.

- Fase 3: Intromisidn o monta: es cuando se inicia la eyaculacion que es lenta
y con bajo volumen de semen eyaculado. Al momento de la intromisién y
eyaculacion se verifica externamente por la curvatura del dorso y la grupa
del macho y por el inicio de movimientos pélvicos, ritmicos y
acompasados del animal macho (Frank, 2017).

Segun el estudio de investigacion por Pimentel, (2009) en mamiferos el
efecto de la introduccion del macho al grupo de hembras para detectar el celo
indica que el macho aumenta el nivel de cortisol en las hembras, mientras que

cuando no existe contacto no hay aumento.

2.2.4. Cortisol

2.2.4.1. Definicion

El cortisol muestra una variabilidad muy breve y es uno de los
biomarcadores mas comunes para medir el estrés en los animales. Sin
embargo, su incremento en la concentracion en sangre solo refleja un

indicador neuroendocrino primario. La medicion de los niveles basales de
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cortisol y sus cambios después de la exposicion a factores estresantes son
buenos biomarcadores para evaluar el estrés cronico (Alende et al.,
2014). Asi tambien el cortisol como biomarcador de estrés en el area de
produccion es un término de bienestar animal para designar el estado de
un paciente en un entorno de bienestar, ya sea que el paciente esté sano,
comodo, buena condicidn corporal y buenas actitudes de comportamiento
y si no padece de dolor, miedo o desasosiego (Odedn & Romera, 2017).
Ademas es el principal glucocorticoide en los mamiferos, se utiliza
comunmente como indicador fisiologico del estrés (Ralph & Tilbrook,
2016; Sheriff et al., 2011). Existen tres procesos fundamentales en la
liberacion de glucocorticoides. El hipotalamo libera el factor liberador de
corticotropina (CRF) que actua sobre el 16bulo anterior de la hipofisis para
estimular la produccion de ACTH, asimismo la ACTH interactta con los
receptores situados en la superficie de las células de la corteza suprarrenal
para estimular e incrementar el nivel de secrecion de cortisol (Romero et
al., 2011). La corteza suprarrenal produce cortisol a partir del colesterol
mediante una serie de reacciones enzimaticas. El sistema nervioso central
(SNC) regula y ajusta la cantidad de cortisol producido, adaptandola a
diversas condiciones como la temperatura, el estrés y los traumatismos

(Sumano & Ocampo, 2006).

Aunque los estudios sobre estrés en animales suelen medir el
cortisol en sangre, también es posible evaluar los niveles de cortisol en
otros fluidos bioldgicos como la saliva, la orina y las heces, esta Ultima se
observa en investigaciones realizadas con camélidos sudamericanos (Arias

C. & Velapatifio, 2015).
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Si nos referimos al tiempo que se tarda en medir el cortisol, ademas
de su vida media de 60 minutos, se necesitan otros 10 a 20 minutos para
alcanzar su valor maximo (Joseph & Whirledge, 2017; Souza et al., 2006;

Toghiani et al., 2020).

Para la evaluacion del cortisol sérico se requiere una muestra de
suero sanguineo y un kit de radioinmunoensayo competitivo (Otten et al.,
2010; Bulitta et al., 2015), de ELISA (Ahmed et al., 2014; Candiani et al.,
2008; Dehnhard et al., 2003) o de quimioluminiscencia (Ceballos et al.,

2013).
2.2.4.2. Estrés

El estrés se define como un estado de homeostasis modificado
como resultado de un agente estresante, que puede ser un estimulo
extrinseco o intrinseco, obteniendo como respuesta en los animales
cambios fisioldgicos y de conducta con el fin de adaptarse o compensar el
nuevo estado interno (Manteca et al., 2013). Si el animal no se adapta, este
estado de estrés puede provocar inmunosupresion y aparicion de
enfermedades (Avila, 2014; Pérez-Nufez et al., 2014). Ademas, los
efectos del estrés pueden provocar la liberacion de epinefrina y

noradrenalina.

El mecanismo del estrés se fundamenta en dos conceptos clave: el
sindrome de respuesta de emergencia y el sindrome general de adaptacion
(Herskin & Munksgaard, 2004). En el sindrome de emergencia, actda el
sistema simpatico-adrenal, este se da ante situaciones subitas peligrosas,

la respuesta que se genera es rapida y breve, se activa la parte neuronal del
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hipotdlamo, hay liberacion de adrenalina y noradrenalina desde médula
adrenal causando el aumento de: frecuencia cardiaca, disponibilidad de
glucosa, presion arterial y volumen sanguineo hacia el corazén y masculos
estriados para que se logre la huida (Marroquin, 2018). En el sindrome
general de adaptacion ocurre tres estadios: la respuesta inmediata, que es
de duracion limitada, donde ocurren cambios fisiolégicos como
taquicardia y taquipnea, aumenta la coagulacion sanguinea, hay mayor
contraccion esplénica con liberacion de glucocorticoides al torrente
sanguineo; la resistencia del organismo con el fin de intentar hacer frente
al agente nocivo, activandose el eje hipotalamo- hipéfisis-corteza adrenal
para estabilizar los niveles de corticoides y cese la aparicién de los
sintomas; y la reaccién de agotamiento que se da en situacion de diestrés
0 estrés cronico, cuando la situacion estresante sobrepasa su capacidad de
resistencia, impulsando la actividad endocrina ocasionado efectos dafiinos
en el organismo del animal que en el peor de los casos termina con la
muerte del individuo (Velez & Uribe, 2010). Las condiciones
medioambientales podrian afectar el comportamiento reproductivo asi
como tambien se menciona con el stress de calor y frio (Toghiani et al.,

2020; Torredo et al., 2008).

2.2.4.3. Factores asociados al estrés en camelidos sudamericanos

En la produccion ganadera, se utilizan diversas practicas de manejo
y relaciones entre humanos y animales para mejorar tanto la eficiencia
como el bienestar de los animales domesticos. Estas practicas abarcan la
manipulacion,  estrategias  nutricionales, medicina  preventiva,

procedimientos quirdrgicos, y el uso de corrales y jaulas, asi como
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métodos de transporte, entre otros. Sin embargo, estas acciones pueden
generar molestias o dolor en los animales, lo que puede causar estrés y, a
su vez, provocar cambios en su comportamiento y fisiologia, lo que

repercute negativamente en su bienestar (Mpakama et al., 2014).

2.2.4.4. Fisiopatologia del estrés

Para Romero et al., (2011) el grado de estrés es utilizado como un
indicador de bienestar animal. Al generar cambios en la actividad del eje
“hipotalamo-pituitaria-adrenocortical” (HPA) y el “sistema simpatico-
adreno-medular” se produce un aumento en la liberacion de catecolaminas:
adrenalina y noradrenalina, de la médula adrenal y de las fibras nerviosas
del locus coeruleus, respectivamente, como respuesta cuando el animal
necesita luchar o huir ante una amenaza, colocandolo en estado de alerta

continua (Dickens et al., 2010).

Inmediatamente despues del efecto estresnate, el sistema nervioso
una cantidad de neuronas hipofisiotropicas ubicadas en el eje HPA se da
la activacion de la “hormona liberadora de corticotropina” (CRH) Yy
arginina-vasopresina (AVP), que actla sobre la hipdfisis propiciando la
liberacion de la “hormona adrenocorticotropica” (ACTH), En respuesta, la
corteza adrenal produce glucocorticoides (cortisol, corticosterona)

(Herman et al., 2003).

Tras estos eventos, como reaccion al estrés, se eleva la
concentracion de cortisol en la sangre, lo que provoca un aumento en la
actividad cardiovascular y cognitiva, asi como en la movilizacion de
glucosa. Al mismo tiempo, se reduce o limita la funcion reproductiva,
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inmune y digestiva. El cortisol presente en el torrente sanguineo es
procesado por el higado y eliminado a través de la orinay las heces (Cortés

et al., 2018; Dallman, 2003).

Los estados de estrés pueden ser medidos a través de variables
sanguineas sean éstas hormonas o metabolitos, la ventaja de estas
mediciones es que producen resultados cuantificables y posibles de

comparar (Tadich, 2008).

Figura 1

Fisiologia del estrés
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Hipofisis Liberacion de Adrenalina > 1 VGA
© 7 \ / \ * 1 Lactato
ACTH B-lipotropina Adaptacion Shock
Voo~ ¥ ¥
Corteza adrenal B-cndorfinas Mucrte
Glucocorticoides
R Coriise' > l
Neoglucogénesis en l blogqueo insulina Disminucion
Defensas

Higado (aay proteinas)

Movilizacion tgy. Graso

l

l

Glucogeno

P -hidroxibutirato Glucosa

{hasta 12 horas) Disminucion de Proteinas, Timo,
Macrofagos e
,L Inflamacion.

—* Cuerpos cetonicos

Ciclode Krebs —» aumento glucosa

Fuente: (Tadich, 2008)

Otro factor que puede interferir con las tasas reproductivas es el

nivel de estrés del animal (Garcia, 2018).
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2.2.4.5. Relacion Estreés y cortisol

El estrés se manifiesta como la reaccion del cuerpo ante estimulos
estresantes que perturban su equilibrio interno. Frente a estos estimulos, el
cerebro desencadena una serie de respuestas fisiologicas que incluyen
cambios en el comportamiento, la respuesta inmune, la activacion del
sistema nervioso auténomo y la activacion del eje hipotalamo-pituitario-
adrenal (HPA). Este eje HPA libera cortisol en el torrente sanguineo. Una
respuesta rapida al estrés puede ser beneficiosa al ayudar al organismo a
afrontar adversidades ambientales; sin embargo, si el estrés persiste, puede

afectar negativamente la salud y el bienestar (Dickens et al., 2010).

Después del evento estresante, el sistema nervioso activa neuronas
hipofisiotropicas en el hipotdlamo, que liberan las hormonas liberadoras
de corticotropina (CRH) y arginina-vasopresina (AVP) en la circulacion
portal. Estas hormonas estimulan la secrecion de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) en la sangre, lo que a su vez induce a la
corteza adrenal a producir glucocorticoides como cortisol y corticosterona

(Herman et al., 2003).

La respuesta al estrés se caracteriza por un aumento en los niveles
de cortisol en sangre, una mayor actividad cardiovascular y cognitiva, y la
movilizacion de glucosa. Al mismo tiempo, se reduce o se inhibe la
funcion reproductiva, inmune y digestiva. El cortisol en la sangre es
metabolizado por el higado y se excreta a través de la orina y las heces

(Dallman, 2003).
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2.2.5. Técnicas para determinar el cortisol

Para evaluar el cortisol sérico se requiere una muestra de suero sanguineo
y un kit de radioinmunoensayo competitivo (Bulitta et al., 2015; Otten et al.,
2010), de ELISA (Ahmed et al., 2014; Candiani et al., 2008; Dehnhard et al.,

2003) o de quimioluminiscencia (Ceballos et al., 2013).

2.2.5.1. Técnica de Elisa

Son técnicas de alta precision capaces de detectar cantidades en el
rango de nanogramos, relacionadas con enzimas que se emplean como
marcadores para medir la formacion de complejos entre antigenos y
anticuerpos, para realizar estas pruebas se han desarrollado métodos para
aplicar ELISA que tienen en comdn un marcador enzimatico que se puede
unir a un anticuerpo o a un antigeno, también en todos estos métodos en
su procedimiento se lleva a cabo una separacion que tiene el objetivo de
eliminar el conjugado enzimético libre antes de que se determine la
cantidad de conjugado enzimatico enlazado, esto se logra por medio de
una reaccion catalitica entre el sustrato y la enzima (Guzméan, 2004;

Stanchi, 2010).

Es una de las pruebas mas importantes de la inmunoanalisis que es
usada en la Medicina veterinaria, la prueba de inmunoadsorcién ligado a
enzimas (ELISA) para la detencion de antigenos como anticuerpos

(Ramsey & Tennant, 2012; Tizard, 2017).

La principal ventaja de las pruebas de ELISA radica en la
amplificacion de la reaccion obtenida con cada complejo anticuerpo-

enzima, que puede interactuar con numerosas moléculas de sustrato para
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generar un producto coloreado. Sin embargo, el principal inconveniente es
que las reacciones ocurren en un medio liquido, lo que requiere el uso de
varias soluciones y una técnica precisa de pipeteo (Ramsey & Tennant,

2012).

A. Tipos de ELISA
e ELISA Indirecta
Este método se utiliza para detectar anticuerpos (Abs) y antigenos
(Ags). Se incuba el antigeno en un tampon adecuado en los pocillos de una
placa de microtitulacion, donde se adhiere a las paredes. Los antigenos
libres se eliminan mediante un lavado. Posteriormente, los anticuerpos no
unidos también se retiran a través de otro lavado, mientras que el antigeno
que se ha adherido interactia con un anticuerpo especifico. Esta
combinacién de antigeno y anticuerpo se identifica utilizando un segundo
anticuerpo marcado con una enzima, que reconoce regiones constantes de
los anticuerpos y suele ser especifico para una determinada especie. Esto
permite que un anticuerpo marcado pueda detectar diferentes antigenos. El
conjugado se une al anticuerpo de interés y, tras lavar el conjugado no
ligado, el complejo se visualiza afiadiendo un cromoégeno. La cantidad de
enzima unida refleja la cantidad de anticuerpos en la muestra, lo cual se
puede medir mediante la degradacion de su sustrato (Rios et al., 2012;
Suérez, 2017).
e ELISA Directa
El nombre de ELISA directa tiene su desglosamiento, en la

comparacion de la inmunofluorescencia directa, en donde una sola etapa
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es necesaria, para que la reaccion se lleve a cabo y se evidencie (Gomez et
al., 1994).

Es la técnica mas sencilla y rapida, donde un anticuerpo primario
marcado con una enzima se une directamente al antigeno que se desea
estudiar, lo que facilita su identificacion o medicion (Abyntek, 2019).

e ELISA Tipo de Sandwich

Este método se utiliza para identificar y cuantificar un antigeno o
un anticuerpo especifico para lo cual se utiliza una placa de poliestireno
tapizados con un antigeno especifico al cual se le conoce como anticuerpo
de captura posteriormente se afiade la solucion de antigeno a analizar en
cada uno de los pocillos y su el suero corresponde al animal enfermo el
anticuerpo de captura se unirdn antigeno presente en esta solucién
problema produciendo la primera unién (Tizard, 2017; Urse, 2016).

Se llevan a cabo multiples lavados antes de agregar un anticuerpo
especifico, denominado anticuerpo de deteccidn, que se unira al antigeno.
Luego, se incuban todos los sueros y se lavan de nuevo las placas para
eliminar cualquier anticuerpo que no se haya unido. Posteriormente, se
afiade una antiglobulina marcada con una enzima y el sustrato, que
provocard un cambio de color en los sueros. Es crucial que el anticuerpo
de captura y el anticuerpo de deteccion provengan de especies diferentes,
y que la antiglobulina especifica de especie se utilice para visualizar el
anticuerpo de deteccion, ya que esto ayuda a prevenir resultados falsos
positivos (Rojas, 2006; Tizard, 2017).

e ELISA Cuantitativo
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Este es un método innovador que, a diferencia de otros, emplea
protocolos mas complejos y su uso estd limitado a laboratorios
especializados debido a su alto costo, ya que requiere equipos especificos
para llevarlo a cabo (Beneanula, 2010).

La ELISA cuantitativa se basa en la utilizacién de antigenos o
anticuerpos marcados con una enzima, formando conjugados que
presentan tanto propiedades inmunolégicas como enzimaticas. Los
componentes (antigeno o anticuerpo) al estar marcados con una enzima e
insolubilizado sobre un soporte, tienen la reaccion del antigeno anticuerpo,
este quedara inmovilizado y por lo tanto sera mas facil revelarla por esto
la enzima producird un color observable a simple vista o cuantificable
mediante el uso del espectrofotémetro o un colorimetro (Bufiay, 2019).

e  Cortisol accubind ELISA

El kit de ELISA Monobind Cortisol emplea un anticuerpo
monoclonal especifico contra el cortisol y no necesita que se extraiga
previamente una muestra de suero o plasma. La inclusion de diferentes
referencias séricas con distintas concentraciones de cortisol permite crear
gréaficos tanto dindmicos como de concentracidn, donde se puede comparar
la curva con la respuesta a la dosis y correlacionar una muestra
desconocida con su concentracion de cortisol (AccuBind® ELISA, 2019).

Los reactivos necesarios para un inmunoensayo enzimatico
incluyen anticuerpos, conjugados de enzima-antigeno y antigeno nativo.
Al mezclar un anticuerpo biotinilado, un conjugado de enzima-antigeno y
un suero que contiene el antigeno nativo, se genera una reaccion

competitiva entre el antigeno nativo y el conjugado de enzima-antigeno,
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dado que hay un nimero limitado de uniones de anticuerpos (AccuBind®
ELISA, 2019). Esta interaccion se puede expresar con la siguiente

ecuacion:

Ka

EnZag + Ag + Abgy, = AgAbgm+E"?AgAbgy

Ka

Fuente: (AccuBind® ELISA, 2019).

e Abunn = Anticuerpo marcado con biotina (cantidad constante)

e Ag = Antigeno nativo (cantidad variable)

e EnzAg = conjugado enzima-antigeno (cantidad constante)

e AgAbBtn = complejo antigeno-anticuerpo

e EnzAgAbBtn = Complejo de anticuerpo-Conjugado enzima-
antigeno

¢ ka= Rango constante de asociacion

e k—a=Rango constante de disociacion

e K= ka/k-a= Constante de equilibrio

Se produce una reaccion simultdnea entre la biotina unida al
anticuerpo y la estreptavidina adsorbida en el micro pocillo. Esto permite
la separacion de la fraccion unida al anticuerpo tras el proceso de

aspiracion o decantacion (AccuBind® ELISA, 2019).

e Uniony lavados
Estos dos procesos son cruciales, ya que durante las distintas etapas
del lavado se eliminan todas las moléculas libres que no han reaccionado.

Esto ayuda a evitar interferencias no deseadas y asegura que la unién se
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realice de manera correcta, sin la presencia de fracciones libres que puedan
interferir. (Suarez, 2017).
e Tiempos de incubacion y temperaturas

Es fundamental garantizar que tanto el tiempo como la temperatura
de incubacién sean adecuados en cada fase, ya que incluso una pequefia
variacion en cualquiera de estas dos variables puede provocar cambios
significativos en los resultados del ensayo.. Por eso se debe trabajar con
equipos bien calibrados, estufas de incubacion, frigorificos o congeladores
en los que la temperatura sea exacta y no tenga leves variaciones y ser
especialmente cuidadosos a la hora de finalizar una fase del ensayo y
comenzar la siguiente, evitando que transcurra mas o menos tiempo de
incubacién del adecuado (Suérez, 2017).

e Enzimasy sustratos

Las enzimas actian como elementos marcadores debido a su
notable capacidad catalitica, su alta especificidad, la amplia variedad de
sustratos con los que pueden interactuar, y la considerable estabilidad de
los conjugados que forman (Ochoa, 2012).

Las enzimas mas utilizadas en los ensayos heterogéneos (todas las
modalidades de ELISA) incluyen: peroxidasa, fosfatasa alcalina, -
galactosidasa, glucosa oxidasa, ureasa, glucoamilasa, acetilcolinesterasa,
glutamato descarboxilasa y anhidrasa carbonica. De estas, las que se
emplean con mayor frecuencia son la fosfatasa alcalina, la peroxidasa de
rabano picante y la B-galactosidasa. No obstante, existen otras como son:

microperoxidasa y citocromo C, entre otras (Ochoa, 2012).
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e Anticuerpos y antigenos empleados
En el método ELISA, es fundamental utilizar los anticuerpos (Abs)
y antigenos (Ags) de forma adecuada para cumplir con el objetivo
establecido, lo que garantiza su calidad y pureza. Si se obtienen de
proveedores comerciales, deben incluir un certificado de analisis que
proporcione informacion sobre el producto, asi como el numero de lote de
fabricacion (Suérez, 2017).
e Lector ELISA
Los lectores de ELISA son espectrofotometros que pueden realizar
lecturas en serie de cada pocillo de la placa. Al igual que los
espectrofotdmetros convencionales, estos dispositivos son capaces de
medir diversas longitudes de onda en el rango ultravioleta y visible. Sin
embargo, los lectores de ELISA mas utilizados cuentan con un sistema de
filtros que permite la lectura de un conjunto especifico de longitudes de
onda, enfocandose en la adsorcion de los cromdgenos mas comunes.
Ademads, existen sistemas de deteccion que son colorimétricos,

fluorescentes y luminiscentes (Coello, 2010).
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CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGARDE ESTUDIO

El presente trabajo de investigacion se realizd en el Centro Experimental
Chuquibambilla de la Facultad de Medicina Veterinaria Zootecnia de la Universidad
Nacional del Altiplano, que se encuentra ubicado en el distrito de Umachiri provincia de
Melgar del departamento de Puno con una altitud de 3910 msnm, con latitud de 15°
16°45"" y con una longitud de 70° 0425 a una temperatura de 20.4°C como méaximo,
asi mismo se presenta una temperatura minima de 0.4°C, con una precipitacion pluvial de

739.93mm/afio y su humedad relativa es de 57.71% promedio (SENAMHI, 2021).

El Centro Experimental Chuquibambilla cuenta con una gran superficie de pasto
natural. Estas praderas estan divididas en potreros y pastoreo extensivo. Segun el mapa
ecologico del Peru, el centro experimental se encuentra ubicado en la zona agroecoldgica

de puna himeda debido a la limitacion de las estaciones lluviosas y secas (Zufiiga, 2018).
3.2. MATERIAL DE ESTUDIO

Para el trabajo de investigacion se utilizaron 30 alpacas de la raza Suri las cuales
fueron divididas en grupo post transferencia de embriones y post monta natural con 15
alpacas Suri cada grupo, tomando en cuenta que las alpacas tuvieran al menos un parto,
con una condicion corporal de 3 de una escala de 1 a 5 alimentadas con pastos naturales,

ademas estos animales fueron alimentados en praderas naturales a campo abierto.
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Tabla 1l

Distribucion de animales en grupos experimentales

TRATAMIENTOS ALPACAS SURI
Alpacas post transferencia de 15
embriones
Alpacas post monta natural 15

Fuente: Elaboracion propia

3.3. MATERIALES Y EQUIPOS

e Cuaderno de campo

e Pintura en spray

e Sogas
e Alcohol
e Algoddn

e  Papel absorbente

e Jeringas hipodérmicas de 1, 3,5, 20 y 60 ml
e Jeringa tuberculina

e Guantes de inspeccion

e Guantes ginecologicos

e Prostaglandina F2a

e GnRH (acetato de buseralina)
e Ecdgrafo IMV imgaging.

e Estereoscopio.

e Lector de ELISA

e Centrifuga

e Refrigeradora
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e Bafo Maria

3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Niveles de cortisol sérico en alpacas Suri post transferencia de

embriones.

e  Obtencién de embriones de las donadoras
Se seleccionaron 15 alpacas Suri de una condicion corporal de 3a 3.5 en
una escala del 1 al 5, las cuales se utilizaron como donadoras y fueron servidas
naturalmente, posterior a ello al dia 8 post monta se realizo el lavado, evaluacion
y transferencia de embriones hacia el grupo de alpacas post transferencia de
embriones.
e Preparacion de las receptoras
Para la sincronizacion de alpacas se inicid aplicando el dia “0” un andlogo
de GnRH (acetato de buserelina) a una dosis de 2 ml (0.0042 mg: Gestar® - Over
- Argentina) por via intramuscular, cuando el foliculo preovulatorio alcanzé un
diametro de >7 mm., el dia “9” se administré 1 ml de prostaglandina F2a (PGF:
0.075 mg: Cloprostenol: Prostal® Over - Argentina) por via intramuscular (1IM),
el dia “11” se aplico una segunda dosis de analogo de GnRH por via IM para
asegurar la ovulacion y la formacién del cuerpo luteo, y finalmente el dia “18” se
realiz6 una evaluacién ultrasonogréafica del ovario para observar la presencia del
cuerpo luteo (CL), utilizando el modo B del ecdgrafo IMV imaging.
Posteriormente las alpacas receptoras fueron trasladadas al laboratorio de
Biotecnologia de la reproduccién del Centro experimental Chuquibambilla, para

realizar la transferencia de embriones como se detalla a continuacion:

43

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

e Procedimiento:

a. Una vez preparada la pistola de inseminacion, que contiene el embrion
dentro de la pajilla.

b. Se llevd a la alpaca suri del grupo de post transferencia de embriones al
laboratorio, donde fue asegurada en la mesa de trabajo, y se realizé una
limpieza rectal, retirando el contenido fecal con la mano enguantada y bien
lubricada.

c. Acontinuacion, se inserto el transductor lineal del ecografo IMV Imaging,
con una frecuencia de 6.5 MHz, para visualizar el cuerpo luteo.

d. Una vez localizado el cuerpo IUteo, se introdujo la pistola de inseminacion
con la pajilla que contiene el embrion, avanzando transcervicalmente hasta
alcanzar la parte distal del cuerno uterino ipsilateral.

e. Finalmente, realizado la transferencia de embriones, se realizé la

obtencién de la muestra sanguinea para su respectivo analisis.

3.4.2. Niveles de cortisol sérico en alpacas Suri post monta natural

Se seleccionaron 15 alpacas Suri de una condicion corporal de 3 a 3.5, las
cuales estaban receptivas al apareamiento con los reproductores Suri, una vez
terminada la monta natural, se tomaron las muestras de sangre para obtener el
suero sanguineo y luego se determinaron los niveles de cortisol sérico mediante

la prueba de ELISA, cuta metodologia es de la siguiente manera:

e  Obtencidn de muestra de sangre
La obtencidn de las muestras de sangre se realizd inmediatamente después
de la transferencia de embriones y se utilizé una aguja Vacutainer 21g x 1, tubos

vacutainer sin anticoagulante. Se extrajo sangre de la vena yugular con una jeringa
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de 5 ml. Primero se depilé la zona del cuello y se desinfecto el surco yugular de
la alpaca con una gasa impregnada en alcohol. Luego, se realiz6 la puncién en la
vena para recoger entre 3y 4 ml de sangre, que se depositd en un tubo Vacutainer
con tapa roja, sin anticoagulante. Posteriormente, la muestra fue centrifugada a
2500 rpm durante 5 minutos para separar el suero, que se utilizaria en la prueba

de cortisol.

e Procedimiento para realizar la prueba de cortisol

Antes de realizar la prueba, se trasladaron al Laboratorio de Sanidad del
Centro Experimental Chuquibambilla de la Universidad Nacional del Altiplano
todos los reactivos, calibradores de suero de referencia y controles,
manteniéndolos a temperatura ambiente (20 — 27 °C). El kit empleado fue de la
marca AccuBind® ELISA, importado desde Lake Forest, condado de Orange,

California, EE. UU.

e Pruebade ELISA
- ELISA cuantitativo
El Elisa cuantitativo se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados
con una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto
inmunoldgica como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o
anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte
(inmunoabsorbente) la reaccion antigenoanticuerpo quedard inmovilizada y, por
tanto, seré facilmente revelada mediante la adicion de un substrato especifico que
al actuar sobre la enzima producird un color observable a simple vista o
cuantificable mediante el uso de un espectrofotdmetro o un colorimetro

(Benenaula, 2010).
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- Cortisol Accubind Elisa

El kit Accu Bind ELISA Microwells de California, EE. UU., contiene los
reactivos esenciales necesarios para realizar un ensayo inmunoenzimatico, los
cuales incluyen un anticuerpo, un conjugado de enzima-antigeno y el antigeno
nativo. Al combinar el anticuerpo biotinilado, el conjugado enzima-antigeno y un
suero que contiene el antigeno nativo, se genera una reaccién competitiva entre el
antigeno nativo y el conjugado enzima-antigeno para ocupar los sitios de union
limitados del anticuerpo. Esta interaccion se muestra en la siguiente ecuacion

(Accu Bind ELISA Microwells, 2024).

- Ecuacion de inmunoensayo enzimatico competitivo

Ka

Enzpag + Ag + Abg, @ AgAbgi+E™*AgAbgy

Ka

- Ab Btn = Anticuerpo biotinilado (cantidad constante)

- Ag = Antigeno nativo (cantidad variable)

- EnzAg = Conjugado enzima antigeno (cantidad constante)

- AgAb Btn = Complejo antigeno anticuerpo

- Enz AgAb Btn = Complejo conjugado enzima-antigeno-anticuerpo
- Ka = Tasa constante de asociacion

- k-a = Constante de tasas de disociacion

- K=ka/k-a = Equilibrio constante

Se genera una reaccion simultanea entre la biotina unida al anticuerpo y la
estreptavidina fijada en el micropocillo. Esto permitira la separacion de la fraccion

unida al anticuerpo después de realizar la decantacion o aspiracion.
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e Procedimiento Determinacién de la concentracién de cortisol
El kit que se utiliz6 es de la marca Accu Bind ELISA Microwells de
California, USA. Asi mismo el procedimiento de prueba se realizd por personas y

profesionales capacitados.

- Seprepararon los pocillos de las microplacas, asignando un pozo para cada
suero de referencia, control y muestra de los animales, realizando el
analisis por duplicado.

- Se pipetearon 25 pL del suero (ya sea control o muestra) en el pozo
correspondiente.

- Se afladi6 50 pL del reactivo enzimatico para cortisol en cada pocillo.

- Se agit6 suavemente la microplaca durante 20 a 30 segundos para asegurar
una mezcla adecuada.

- Seincorporaron 50 pL del reactivo biotina-cortisol en todos los pocillos.

- Sevolvié a agitar suavemente la microplaca durante 20 a 30 segundos para
mezclar los reactivos.

- Se cubri6é la microplaca e incubd durante 60 minutos a temperatura
ambiente.

- Seelimino el contenido de los pocillos mediante decantacién y se secé el
plato con papel absorbente.

- Se vertieron 350 pL de tampdn de lavado en cada pocillo y se decantd;
este paso se repitio dos veces mas, realizando un total de tres lavados.

- Se afadieron 100 pL de solucion de sustrato de trabajo en todos los
pocillos.

- Seincubd la microplaca durante 15 minutos a temperatura ambiente.
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- Seincorporaron 50 pL de solucion Stop o de parada en cada pocillo y se

mezcl6 suavemente durante 15 a 20 segundos.

Finalmente, se midid la absorbancia de cada pocillo a 450 nm utilizando

un lector de microplacas (Accu Bind ELISA Microwells, 2024).

35. METODO ESTADISTICO

Se utiliz6 el programa estadistico IBM SPSS Statistics, version 25. Los resultados
fueron sometidos a la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney para variables
independientes, para la prueba de normalidad se tomé en cuenta el test de Shapiro-Wilk,
el analisis estadistico se realiz6 con un margen de error del 5%. Los datos sobre los niveles
de cortisol de alpacas Suri post monta natural y post transferencia de embriones fueron

analizados a través de la prueba estadistica de U de Mann-Whitney la siguiente formula:

n(n, +1

Uy = nmn, + %_ 2R
n,(n, +1

U, = nqn, + %‘ xR,

Donde:

U, y U, = valores estadisticos de U Mann-Whitney.

n, = Tamafo de la muestra del grupo 1.

n, = Tamafio de la muestra del grupo 2.

R; = Sumatoria de los rangos del grupo 1.

R, = Sumatoria de los rangos del grupo 2.

48

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. COMPARACION DE LOS NIVELES DE CORTISOL SERICO EN
ALPACAS SURI POST TRANSFERENCIA DE EMBRIONES Y POST

MONTA NATURAL.

Para la comparacion de los niveles de cortisol sérico de ambos grupos de alpacas
Suri, primero se determino la fraccion de cortisol unida al anticuerpo, tras afiadir el
sustrato, y luego se procedio a registrar la absorbancia a 450 nm, como se observa en la

figura 2.

Figura 2
Curva estandar de los datos de absorbancia y valores de cortisol en pg/dl esta

investigacion en alpacas Suri post transferencia de embriones y post monta natural

Curva estandar

0 10 20 30 40 50 60
Valores de cortisol pg/dl

Los resultados obtenidos con el equipo de ELISA se presentan en un grafico donde
el eje y (lineal) muestra los valores de absorbancia, mientras que el eje x (logaritmico)
refleja la concentracién, con un ajuste mediante spline cubico, permitiendo obtener el
valor en pg/dl.
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Para convertir los resultados de absorbancia a 450 nm a pg/dl, se utilizé una hoja
de calculo de Microsoft Excel, donde se derivd la ecuacidn a partir de la grafica de

dispersion con lineas rectas y marcadores, como se observa en la figura 3.

Figura 3

Dispersion de lineas rectas y marcadores
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En la tabla 2, se observan los valores de la placa de micro titulacion a una

absorbancia de 450 nm, en el lector de microplacas ELISA.

Tabla 2
Placa de micro titulacion analizadas en el lector automético de Microplacas ELISA:

absorbancia a 450nm

Lectura de absorbancia a 450 nm de muestras de sangre de alpacas Suri
1.770 1.377 1.597 1.414 1.093
1.411 0.894 1.353 1.539 1.388
1.495 1.758 1.176 1.483 1.343
1.779 2.487 1.761 1.446 1.753
Grupo post monta natural 2.136 2.229 2.165 1.453 1.704
2.479 2.204 1.214 1.647 1.943

Grupo post transferencia de

embriones

Fuente: Elaboracién propia
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En la tabla 3, se observan los valores de los niveles de cortisol sérico de alpacas

Suri post transferencia de embriones y post monta natural

Tabla 3
Niveles de cortisol sérico (pg/dl) de alpacas Suri post transferencia de embriones y post

monta natural

Niveles de cortisol (ug/dl)
3.382 6.189 4.385 5831 10.121
5859 15.107 6.436 4793  6.080
5.131 3.443 8.700 5.228 6.542
3.337 1.100 3.427 5.541 3.469
Grupo post monta natural 1.956 1.693 1.870 5.480 3.732
1.115 1.760 8.136 4.065 2.616

Grupo post transferencia de

embriones

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla 4, se observa la comparacion entre los valores de cortisol post

transferencia de embriones y post monta natural.

Tabla 4
Concentracion de cortisol en pg/dl en alpacas post transferencia de embriones y post

monta natural

~ Desviacion ) Sig.
) Media ; . o IC Media o
Tratamiento n estandar Minimo Maximo Asintotica
pg/dl 95% )
pa/dl (bilateral))
Post
_ [4.84 —
transferencia 15 6.482 2.97 3.38 15.11 8.12]
de embriones ' 0.001
Post monta [2.21 -
15 3.29° 1.94 1.10 8.14
natural 4.36]

Nota: a,b Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica altamente significativa p-

valor “Sig. Asintdtica (bilateral)” = 0.001<0.05) realizado con la prueba de U de Mann- Whitney.
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En la tabla 4 los niveles de cortisol en las alpacas fueron significativamente
diferentes entre los dos tratamientos evaluados. En el tratamiento post transferencia de
embriones, los niveles de cortisol fueron mas altos, con una media de 6.48 ug/dl, lo que
sugiere una respuesta de estrés mayor a este procedimiento en comparacién con el
tratamiento post monta natural, donde la media fue de 3.29 ug/dl. La desviacion estandar
y el coeficiente de variabilidad indican que, aunque los niveles de cortisol fueron mas
bajos en el tratamiento post monta natural, la variabilidad entre los individuos es

considerablemente mayor.

Los resultados obtenidos, se encuentran dentro del rango normal mencionado por
Larry, (2012), que reportd concentraciones plasmaticas de cortisol en mamiferos de 4 a
16 pg/dl. Ademas, debemos indicar que son pocos los estudios de niveles de cortisol que
se han realizado en alpacas durante el desarrollo de los procedimientos en biotecnologia
de la reproduccion como es la transferencia de embriones. Sin embargo, al comparar
nuestros resultados con otros autores que midieron cortisol sérico en otras especies como
vaquillas durante procedimientos como la aspiracién folicular, se observaron valores
similares de cortisol de 6.68 ug/ml, las cuales tuvieron una menor proporcién de ovocitos
viables recuperados y menor proporcion de gestaciones (Gomes et al., 2008). Es asi que,
el estrés puede tener efectos significativos en la fisiologia reproductiva de los animales,

como se observo también en el estudio de Faria et al., (2023).

Por otro lado, estos resultados son consistentes con la investigacion de Pragai &
Kovacs (2020), donde se observd un aumento de cortisol en alpacas durante
procedimientos estresantes como la esquila. Ademas, la movilizacion y manipulacién de
los animales a un entorno desconocido es el momento en el que el estrés por manejo
produce mayores efectos perjudiciales sobre la reproduccion, esta accion puede

provocar un aumento en los niveles de cortisol en los animales y causar una respuesta
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desfavorable a los programas de transferencia de embriones (Cordova—lzquierdo et al.,
2008). Ademas, la medicion de la concentracion de glucocorticoides en sangre presenta
inconvenientes ya gque la toma de la muestra por si misma es un procedimiento estresante

para el animal (Keay et al., 2006).

Aunque los tratamientos en este estudio no son exactamente los mismos, el patron
de mayores niveles de cortisol durante un procedimiento invasivo como la transferencia
de embriones se alinea con lo que se espera en situaciones de estrés elevado. Es posible
que la transferencia de embriones, al ser un proceso mas invasivo, cause un estrés
fisioldégico mas intenso que la monta natural, lo que explicaria los niveles de cortisol méas

elevados observados.

En adicion, Diaz, (2016) reportod diferencias significativas en los niveles de
cortisol en animales bajo condiciones de estrés, lo que respalda la idea de que los
procedimientos invasivos o desconocidos pueden inducir una respuesta de estrés.
Ademas, el cortisol como un indicador del nivel de estrés sugiere que las alpacas podrian
estar enfrentando un estrés adicional durante el proceso de transferencia, lo que podria

tener implicaciones en su bienestar general (Rosiara et al., 2016).

El analisis comparativo de los niveles de cortisol en alpacas con los niveles
observados en otros estudios de especies animales, como caballos y vacas, permite una
mejor comprension de las respuestas al estrés en distintas condiciones. En el estudio de
Gonzaéles (2023), los niveles de cortisol en equinos fueron mas elevados (media de 6.73
pg/dl en machos) y comparables a los niveles observados en el tratamiento post
transferencia de embriones en este estudio (6.48 pg/dl). Esto sugiere que, en situaciones

de estrés moderado a intenso, los niveles de cortisol pueden ser similares entre distintas
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especies, especialmente cuando estan sometidas a procesos que requieren intervencion

humana.

Por otro lado, los estudios de Galvez (2019) en vacas y Diaz (2016) en cabras
mostraron que los niveles de cortisol también variaban segln las condiciones del manejo,
como el encierro y el estrés ambiental. Estas investigaciones refuerzan la idea de que los
niveles de cortisol en los animales son una medida importante del estrés, y que los
procesos reproductivos o el manejo inadecuado pueden generar un aumento en los niveles
de esta hormona. Sin embargo, los resultados de este estudio también indican que los
tratamientos de monta natural, aunque asociados con menores niveles de cortisol en
comparacion con la transferencia de embriones, ain pueden generar un estrés fisiolégico,

aunque en menor medida.

Contrariamente a nuestro resultado, Norrby et al., (2007) indica que durante la

inseminacion artificial, el nivel de cortisol es menor que cuando se usa la monta natural.

El estrés es un factor critico que afecta la fisiologia reproductiva de los animales,
y se ha demostrado que influye en los niveles hormonales, especialmente el cortisol, que
es un biomarcador del estrés, en alpacas Suri el estrés inducido por procesos
reproductivos, como la transferencia de embriones o la monta natural, puede alterar
significativamente los niveles de cortisol, afectando su bienestar y rendimiento
reproductivo. Asimismo, la activacion del Sistema Nervioso Autonomo (SNA) esta
vinculada con la estimulacion del eje HHA (hipotalamo-hipéfisis-adrenal) y la liberacion
de glucocorticoides. La respuesta comienza con la estimulacion del ndcleo
paraventricular del hipotalamo, que libera CRH y vasopresina, que viajan a la
adenohipofisis para estimular la produccion de ACTH, esta hormona activa las glandulas

adrenales, donde se producen cortisol, andrégenos y aldosterona. Como es conocido, en
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el ambito de la produccidn animal existe una serie de practicas de manejo e interacciones
humano-animal que se requieren para la mejora de eficiencia productiva y reproductiva
de los animales domeésticos, tales como la manipulacion, la aplicacion de técnicas
reproductivas, mecanismos y medios de transporte, entre otros. Esto puede implicar
incomodidad o incluso dolor para los animales, lo cual generara estrés y, por consiguiente,
cambios comportamentales, fisiologicos que conllevan a la disminucidn de su bienestar

y debilitaran el funcionamiento reproductivo de las hembras (Mpakama et al., 2014).
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V. CONCLUSIONES

PRIMERA: La concentracion media de cortisol en alpacas Suri post transferencia de
embriones fue de 6.48 pg/dl y la media de cortisol en alpacas Suri post
monta natural fue de 3.29 pg/dl, existiendo una diferencia significativa en
los niveles de cortisol entre las alpacas Suri tras la transferencia de
embriones y aquellas después de la monta natural, observandose

concentraciones mayores en el grupo post transferencia de embriones.
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V1. RECOMENDACIONES

PRIMERA: Fomentar estudios adicionales que analicen otras variables que puedan
influir en los niveles de cortisol, como la raza, la sanidad y el manejo, para
obtener una visibn mas completa del bienestar en programas de

reproduccion de alpacas.

SEGUNDA: Asegurarse de que el ambiente donde se realiza la transferencia de
embriones sea tranquilo y comodo para las alpacas, utilizando técnicas de
manejo que minimicen el estrés, como el uso de técnicas de inmovilizacion

adecuadas y la provision de enriquecimiento ambiental.

TERCERA: Se recomienda investigar en cuanto a la taza de prefiez en alpacas Suri para

complementar el estudio.

CUARTA: Se recomienda también realizar investigaciones en condiciones de altitud

para evaluar el cortisol con distintas técnicas y kits de distintos fabricantes.
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ANEXQOS
ANEXO 1. Panel fotografico

Figura 4

Seleccion de alpacas

Figura5

Aplicacién de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)
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Figura 6

Aplicacién de la hormona prostaglandina F2a

Figura 7

Aplicacion de la hormona GnRH

Figura 8

Empadre del grupo de alpacas Suri post monta natural
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Figura 9

Obtencién de muestras de sangre

Figura 10

Toma de muestra de sangre del grupo de alpacas suri post monta natural

Figura 11

Materiales para lavado de embriones
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Figura 12

Sujecion del animal

Figura 13

Introduccidn de catéter folley e insuflado con una jeringa
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Figura 15

Lavado hacia el filtro Emcon

Figura 16
En la observacion al microscopio se ve al embrién de calidad media, contorno

irregular

Figura 17

Preparacion de la pistola de inseminacion
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Figura 18

Colocacion de la funda

Figura 19

Introduccion de la pistola de inseminacion

Figura 20

Desinfeccidn del surco yugular y extraccion de la sangre en un tubo Vacutainer
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Figura 21

Muestra de suero sanguineo

Figura 22

Kit ELISA

Figura 23

Pipeteo de suero sanguineo
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Figura 24

Reactivo enzimatico cortisol y la agitacion en microplaca

Figura 25

Adicion de reactivo de biotina cortisol
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Figura 26

Adicion de tampdn de lavado

Figura 27

Adicion de solucion de sustrato de trabajo
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Figura 28

Afadir solucion Stop

Figura 29

Lectura de absorbancia a 450 nm
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ANEXO 2. Datos estadisticos

Tabla s

Resultado de la prueba de Shapiro-Wilk

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
PTE 292 15,001 ,800 15 ,004
PMN ,153 15 ,200" ,897 15 ,085

Cortisol

Tabla 6

Resultados de la prueba estadistica de U de Mann-Whitney

CORTISOL
U de Mann-Whitney 31,000
W de Wilcoxon 151,000
z -3,380
Sig. asintética(bilateral) ,001
Significacion exacta [2*(sig. unilateral)] ,000

Tabla 7

Grupo de alpacas Suri post monta natural

CI_IADSE CARACTERISTICAS DE LA HEMBRA
N° ARETE RAZA SEXO COLOR ESPECIE
01 16S119E SY H BL CS
02 21S237E SY H BL CS
03 S/IA SY H BL CS
04 20S198E SY H BL C.S
05 13S03D SY H BL C.S
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06 20S130E SY H BL C.S
07 18S251M SY H BL C.S
08 21S218E SY H BL C.S
09 235002X SY H BL C.S
10 23S001X SY H BL C.S
11 19S058E SY H BL C.S
12 19S048E SY H BL C.S
13 19S183E SY H BL C.S
14 125480M SY H BL C.S
15 20S023D SY H BL C.S
Tabla 8

Grupo de alpacas Suri post transferencia de embriones

CI_IESE CARACTERISTICAS DE LA HEMBRA
N° ARETE RAZA SEXO COLOR ESPECIE
01 19S072D SY H BL CS
02 22S5250E SY H BL C.S
03 17S515E SY H BL CS
04 22S094E SY H BL CS
05 21S99F SY H BL CS
06 SIA SY H BL C.S
07 22S134E SY H BL CS
08 21S117E SY H BL CS
09 228172E SY H BL CS
10 14S393E SY H BL C.S
11 17S338E SY H BL C.S
12 19S300E SY H BL CS
13 14S67D SY H BL CS
14 185257M SY H BL C.S
15 19S367F SY H BL C.S
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También, doy scguridad de que los contenidos entregados se encuentran libres de toda contraseda,
restricciéon o medida logica de p 10n, con la finalidad de p itir que se puedan leer, d gar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacion alguna,

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publi los C idos en el Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacién de
Acceso Abiecrto. sobre la base de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias y concxas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
aphque en relacion con sus Repositorios Institucionales. Autorizo exp nte toda Ita y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por el tiempo de duracidn de los derechos patrimoniales de autor
v derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendri la posibilidad de divulgar y difundir los C idos, de total
o p-rcal. sin limitacion algunl y sin derecho a pago de contraprestacion, remuneracion ni regalia alguna a
favor mio: en los medi formas que la Universidad y/o ¢l Estado de la Republica del Perii
determinen, a nivel mundial, sin reslnccnén geogrifica alguna y de indefinida, pudiendo crear y/o
extraer los d sobre los C idos, ¢ incluir los Contenidos en los indices y b dores que esti
necesarios para promover su difusion.

Autonzo que los Contenidos scan p a disposicion del piblico a través de la siguiente licencia:

Creative C NoC ial-Compartirigual 4.0 Intcrnacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: Mu:&mmmimmw

En seial de conformidad, suscribo ¢l presente documento.
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repositorio.unap.edu.pe
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