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EFECTODEL SITIODE DEPOSICION DEL PLASMA SEMINAL SOBRE
LATASADE OVULACIONY FORMACION DEL CUERPO LUTEOEN
ALPACAS

EFrFecT oF THE DEPOSITION SITE OF SEMINAL PLASMA ON THE OVULATION AND
CorprusL uTEUM DEVELOPMENT INALPACAS

Susan Panez L .1, Wilfredo Huanca L.*?, Teodosio Huanca M .3, Marcelo Ratto F.* y
Gregg Adams*

El estudio tuvo por objetivo evaluar el sitio de deposicion del plasmaseminal sobre
latasa de ovulacion y formacion del cuerpo IGteo en alpacas. Se sel eccionaron 91 hem-
brasno lactantes con foliculos =7 mm detectados por ecografiatransrectal . Se sincronizé
la onda folicular con la aplicacion de 5 mg de LH, y 12 dias después, se determind la
presenciade unfoliculo dominante (=7 mm). Lashembras sedistribuyeron al azar en seis
tratamientos: G, =16 (Plasmaseminal viaintramuscular), G,=15 (PBSviaintramuscular),
G,=16 (Plasmaseminal viaintrauterina), G,=15 (PBS viaintrauterina), G, =15 (Plasma
seminal viaintrauterinacon curetgje), G, =14 (PBSviaintrauterinacon curetgje). Latasa
deovulaciony presenciade cuerpo | Gteo se determiné mediante ecografiael diaD,y D,
(D, = inicio del tratamiento). Se tom6 muestras de sangre los dias D, D, y D, para
determinar perfiles séricos de progesterona mediante RIA. Latasa de ovulacion fue de
93.8,37.5y 66.5% paraG,, G,y G,, respectivamente, y no seregistraron ovulacionesen
los otros grupos. Se encontré que las apacas G, producirian 25 veces mas ovulaciones
con respecto a G,. Los resultados sugieren que la absorcion del factor inductor de
ovulacion (FIO) del plasmaseminal esviasistémicay quee curetgjefacilitarialaabsor-
ciondel FIO incrementando € efecto ovulatorio del plasmaseminal.

Palabrasclave: apaca, plasma seminal, ovulacion inducida, factor inductor de ovula-
cion, FIO

The present study was carried out to evaluate the effect of deposition site of
seminal plasmaon the ovulation rate and size of corpusluteumin alpacas. Non-lactating

femalesbearinga=7 mm follicle detected by ultrasound were selected (n=91). Follicular
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wave was synchronized by injecting 5 mg of LH and then, the presence of a dominant
follicle =27 mm was determined 12 days later through ultrasound evaluation. Alpacas
were assigned to one of six experimental groups: G, (n=16) seminal plasma (SP) by
intramuscular injection—i.m.; G, (n=15) phosphate-buffered saline (PBS) i.m.; G, (n=16)
SPby intrauterineadminigtration—i.u.; G, (n=15) PBSi.u.; G, (n=15) SPi.u. with curettage;
G, (14) PBSby i.u. with curettage. Ovulation rate and corpus luteum were determined by
ultrasound evaluation on D, and D, (D, = day of treatment). Serum samples were taken
from the jugular vein on D, D,and D, to determine progesterone profiles by
radioimmunoassay. Ovulation ratewas 93.7, 37.5, and 66.5% for G, G,and G, respectively,
while none ovulations were observed in the other three groups. Alpacasin G, would
produce 25 more ovulations than G,. Results of the present study suggested that the
ovulation-inducing factor (OIF) present in seminal plasmaisabsorbed systemically and
that the mechanical action of curettage would contribute to the absorption of the OIF
present in seminal plasma.

Key words: apaca, seminal plasma, induced ovulation, inducing factor of ovulation, OIF

Laalpaca, como los otros miembrosde
los camélidos, es una especie de ovulacion
inducida, dondelacopulaese factor princi-
pal que desencadenael fenébmeno delaovu-
lacion (Fernandez Baca et al., 1972), atra-
vés de laliberacion del pico pre-ovulatorio
delaLH (Bravoet al., 1991). Laovulacion
también puede inducirse con el uso de hor-
monas como la Gonadotropina Coridnica
Humana (hCG) (San Martin et al., 1968;
Ferndndez Baca et al., 1970a), LH y GhRH
(Chenetal., 1985; Sumar, 1991; Aller et al.,
1999; Huanca et al., 2001).

Estudiosrealizados con plasmaseminal
sugieren que contiene factores que inducen
laovulacion (Chen et al., 1985; Rios, 1985;
Ciprién, 2000), lo cual ha sido confirmado
recientemente (Lopez, 2004; Adams et al.,
2005; Vasquez et al., 2008); sin embargo,
aun se requieren estudios que esclarezcan
los mecanismos de accion del plasma
seminal.

Los estudios acerca de la naturaleza
del Factor Inductor de Ovulacion (FIO) su-
gieren que en el plasma seminal existirian
algunos factores diferentes ala GnRH (Pan
et al., 2001; Zhao et al., 2001), que contri-
buyen alaliberacién de LH e induccion de
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laovulacion (Paolicchi et al., 1999). Recien-
temente, Vasquez et al. (2008) eval uaron cua-
tro fracciones del plasma seminal en base a
peso molecular, determinando quelafraccion
de plasma seminal =30 kDa es la responsa-
bledeinducir laovulacién.

Larespuestaovulatoria, segun laviade
aplicacion del plasmaseminal, esmuy varia-
ble. Cuando se aplicé por viaintravaginal, se
obtuvo una tasa de ovulacion de 7.6% en
apacas (Rios, 1985) y 87.5% en camellos
(Chen et al., 1985); mientras que por lavia
intramuscular se llegaainducir laovulacion
en €l 100% de las alpacas (L6pez, 2004) y
[lamas (LOpez, 2004; Vésquez et al., 2008).
Asimismo, laviaintrauterinainduce desdeun
0% en llamas (Adams et al., 2005) hasta el
30% en apacas (Ciprian, 2000). El presente
estudio estuvo orientado adeterminar el efec-
to del sitio de deposicion del plasmaseminal
de apacas sobre la tasa de ovulacién y for-
macion del cuerpo |Gteo en alpacas.

Animales y Material Biol6gico
El estudio se desarroll6 en €l Centro de

Investigacion y Produccion — Quimsachata,
anexo de la Estacion Experimental ILLPA —
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Instituto Nacional de Investigacion y Exten-
siénAgraria, ubicado a4200 msnm, en €l dis-
trito de Santa Lucia, Lampa, Puno, entre los
meses de enero y marzo de 2004. Se utiliza-
ron 91 al pacas hembras adultas, no lactantes,
>4 anos de edad, sin problemas reproductivos
aparentes. La seleccion de los animales se
basb en la presencia de un foliculo =7 mm,
detectado mediante ultrasonografia, usando un
ecografo modelo ALOKA SSD 500 y un
transductor lineal Modo B de 7.5 MHz. To-
das las hembras fueron alimentadas con
pasturas naturales y criadas bajo las mismas
condiciones.

Se colectd semen de ocho alpacas con
una vagina artificial desarrollada para esta
especiey con €l apoyo de un maniqui (Sumar
y Leyva, 1981, citado por Sumar, 1991). El
eyaculado sediluyé 1:1 (v/v) con fosfato sali-
no bufferado (PBS) y se centrifugd a 1000 G
(3000 rpm) durante 20 min, para separar la
fraccion celular del plasmaseminal. Seama-
cend en tubos Falcon de 20 ml, agregandole
0.1 pg/ml de sulfato de kanamicina paraevi-
tar la contaminacion, y se congelé a-20 °C
hasta su posterior uso.

Disefio Experimental

Se administr6 5 mg de LH (Lutropin-V,
Bioniche Animal Health, Canadd), via
intramuscular parainducir laovulacion (Ratto
et al., 2003). La ovulacion se verifico 2 dias
después (D,; D, = Inicio del tratamiento) por
ecografia transrectal en base al criterio de la
desaparicion del foliculo dominante observa-
doy medido al inicio del tratamiento. Sehizo
una segunda ecografia en el dia 8 (D,) para
detectar y medir el cuerpo |Uteoy unatercera
ecografia en el dia 12 (D,,) para determinar
la presencia de un nuevo foliculo dominante
(=7 mm).

Lashembrasfueron distribuidasal azar
en seis grupos experimentales, donde se les
administré 1.5 ml de plasmaseminal (PS) o
PBS, viaintramuscular (G,, n=16; G,, n=15),
PS o PBS intrauterinamente (Gs, n=16; G,,
n=15), y PS o PBS intrauterinamente con
curetgie! (G,, n=15; G, n=14). La deposi-
cion intrauterina del PS o PBS se realizd
mediante |atécnicarecto-cervical, utilizan-
do una pipeta que se empleaparatratamien-
tos uterinos en vacas. La pipeta se introdujo
hasta uno de los cuernos uterinos donde se
deposité lamitad de ladosis de PS o PBS;
luego seretrgjo lapipetay sinretirarlatotal -
mente, sereintrodujo en €l otro cuerno uteri-
no para depositar la dosis restante.

Se tomaron muestras de sangre al azar
acinco animalesde cadauno delosseistra-
tamientoslosdias0 (D), 3(D,) y 9 (D,) de
laaplicacion de LH, y €l suero resultante se
almacend envialesde 1.5 ml en congelacion
para la determinacion de niveles de
progesterona mediante la técnica del
radioinmunoensayo (RIA).

El andlisis de los resultados se realiz
medianted Chi Cuadradoy regresionlogis-
tica con el programa estadistico STATA 8.

Las alpacas de los tres grupos experi-
mentales Ilegaron a ovular, aunque en dife-
rentes proporciones, en tanto que las hem-
bras que recibieron PBS no ovularon (Cua-
dro 1). Se encontrd diferencia estadistica
entrelastasas ovulatorias delostres grupos
(p<0.05). Laadministracion del plasma por
viaintramuscular alcanzé unatasaovulatoria
del 93.8% (15/16), similar a otros estudios

1 Accidn mecanica de raspar levemente la mucosa uterina con €l extremo de la pipeta en el interior del
lumen uterino por 30 segundos a fin de causar una leve lesion inflamatoria similar a la que ocasiona

la friccion del pene al momento de la copula.

Rev Inv Vet Per2009; 20 (1): 21-27
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Cuadro 1. Respuesta ovulatoria en llamas con foliculos 27 mm en € dia 2 de la
administracion de plasma seminal o PBS por viaintramuscular o intrauterina

Plasma seminal PBS
Tratamientos Total Ovulacion Total Ovulacion
(n) n % (n) n %
Administracion
intramuscular 16 15 93.8 15 0 0
Administracion intrauterina 16 6 375 15 0 0
Administracion intrauterina 16 10 66.7 14 0 0

con curetgje

Cuadro 2. Diametro del foliculo dominante (mm) al inicio del experimento (Do) en los
grupos de apacas que se les administr6 plasma seminal o PBS por via
intramuscular o intrauterina

Tratamiento Plasma seminal PBS

Administracion intramuscul ar 81+13 82+17
Administracion intrauterina 79+11 7.7+13
Administracién intrauterina con curetaje 87+£10 7611

Cuadro 3. Concentracion de progesterona sérica (ng/ml) en alpacas' tratadas con plasma
seminal por via intramuscular o intrauterina, y que presentaron ovulacion
comprobada por ultrasonografia transrectal

Tratamiento (con plasma seminal) A(Leac:g ggn Pr(z%;/ﬂrﬁ;) na
Administracién intramuscul ar 5 82+17
Administracién intrauterina 2 7.7+13
Administracion intrauterina con curetgje 4 76+11

! Se colectd muestras de sangre a seis alpacas al azar por grupo experimental para la medicion de

progesterona sérica

en [lamas (L 6pez, 2004; Adams et al., 2005;
Vasguez et al., 2008) y alpacas (Adams et
al., 2005).

El andlisisderegresion logisticaindicd
quelaprobabilidad deovulacion del grupo G,
es de 25 veces mas respecto a G, (p<0.05).
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En un estudio previo se habia determinado
gue, enloscamélidos, €l lugar de deposicion
del semen enlamontanatural esintracornual
y que, durante el proceso, la mucosa uterina
sufre unaleveirritacion por lafriccién reali-
zada por €l pene (Franco et al., 1981, citado
por Novoa, 1991). Ademaés, Bravo (2002)
observo hemorragias, edema e inflamacién
de los cuernos uterinos en alpacas sacrifica-
das alas 24 horas post cépula. Por tanto, es
posible quelairritacion endometrial causada
por lacépulacontribuyaaunarapiday mejor
absorcién del plasma semina a nivel de la
mucosa utering, accion similar alareaizada
por el curetge sobre lamucosa uterinaen €
presente estudio. Estaaccién podriaser com-
plementada con la ayuda de otros factores
ain no determinados.

Ciprian (2000) encontrd una tasa de
ovulacion de 20 a30% en alpacasy llamasal
adminigtrar plasmaseminal intrauterinamente,
resultado similar al del presente estudio
(37.5%, 6/16). Es posible que labgatasade
ovulacion se debaaque, si bien ocurrié una
accion mecanicadeirritacion en el Utero con
€ ingreso delapipetaen loscuernos uteringos,
no fuelo suficiente parafacilitar laabsorcion
del factor inductor de ovulacion. Unamejor
tasa de ovulacién ocurrié al emplear el
curetgje (66.7%, 10/15). Por otro lado, Adams
et al. (2005) no obtuvo ovulaciones en
alpacas tratadas con plasma seminal via
intrauterina pero la deposiciéon fue realizada
anivel del cuerpodel (teroy nointracornual.

Laaplicacion de LH al inicio del estu-
dio permitid homogeni zar |os estadios de de-
sarrollofolicular y eliminar posiblesfactores
devariacion enlosgruposal inicio del expe-
rimento. Esasi que e promedio del diametro
folicular en el D, fue mayor de 7 mm en to-
dos los grupos (entre 7.7 £ 1.3 a8.7 £ 1.0)
(Cuadro 2). Al respecto, Bravo (2002) sefia-
laquelaovulaciondeunfoliculo preovulatorio
seproduce cuando € foliculo adquiereundia
metro mayor oigual a7 mm, y qued estimu-
lo parainducir laovulacion esmejor cuando
e foliculo seencuentraen fase de crecimien-
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to que en fase de regresion. Las concentra-
cioneselevadas de estrégenos producidas por
el foliculo dominante activan el centro
hipotalamico para la liberacion pulsétil de
GnRH, que asu vez estimulan los receptores
de las células gonadotrofas en la hipéfisis
anterior parala sintesis y secrecién pul sétil
de LH (Hafez y Hafez, 2000).

Ladeteccion del cuerpo Gteo confirma
laovulacion después de lacodpulao delaad-
ministracion de hormonas con actividad LH
(Fernandez-Bacaet al., 1970b; Bravo et al .,
1990). El mayor tamafno del cuerpo Ilteo,
medido con ayuda de la ultrasonografia
transrectal, ocurre a los 6 dias de la ovula-
cion (Adamset al., 1991), por lo que en este
estudio seoptd por hacer laverificaciéndela
ovulaciony medicion del cuerpo lUteo en ese
momento (D,). El tamafio del cuerpo liteo
fuede9.5+1.1,9.8+0.3y 8.8+ 1.0 paralos
grupos G, G, y G, respectivamente, sin di-
ferencia significativa entre grupos, y los ta-
mafios coinciden con los reportados en lalli-
teratura (Sumar et al., 1988, citado por Bra-
V0, 2002) en el dia7-8 post servicio. Por otro
lado, no se observaron ovulacionesenlosgru-
posquerecibieron administracion dePBS (G,
G,, Gy, indigtintamente de laviade adminis-
tracién o uso del curetaje, tal y como lo re-
portan otrosautoresal inyectar solucion sali-
nadePBS(L6pez, 2004; Adamset al., 2005;
Véasquez et al., 2008). Estos resultados res-
paldan los halazgos del presente estudio y
permiten explicar en parte laaccion del plas-
maseminal (FIO) en lainduccion delaovu-
lacion.

La concentracion de progesterona es-
tuvo en estrecha relacién con la ovulacion.
Lashembras que ovularon con laadministra-
cion de plasmaseminal expresaron €l D, con-
centraciones atas de progesterona (Cuadro
3), mientras aquellas que no ovularon pre-
sentaron niveles basales. Al respecto, estu-
dios previos sefialan una concentracion de
progesterona=1 ng/ml alos 7 dias del servi-
Cio en animales con ovulaciones comproba-
das (Sumar, 1988, citado por Bravo, 2002).
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Lapresenciadel factor inductor de ovu-
lacién (FIO) en el plasmaseminal de alpacas
se respalda en los resultados de las investi-
gaciones hasta ahora realizadas, incluyendo
€l presente estudio. El mecanismo de accién
aln es desconocido, pero es probable que se
gerzadirectamente anivel del ovario o ani-
vel de las neuronas productoras de GnRH,
gue en €l caso de especies con ovulacion in-
ducida, seaprobablemente el principal signo
neural excitador para inducir la oleada
preovulatoriade LH (Bakker y Baum, 2000).
Los estudios realizados en los camellos
bactrianos han permitido €l aislamientoy la
purificacion delaproteinainductorade ovu-
lacién (Pan et al., 2001; Zhao et al., 2001),
lo que ain no sucede en el caso de los
camélidos sudamericanos. Se debe continuar
con los trabajos de investigacion que permi-
tan dilucidar & mecanismo deaccion, lacom-
posicion bioquimica, y sus efectos sobre €
sistemaendocrino y fisiolégico de alpacasy
Ilamas.

Losresultadosdel presente estudio per-
miten sugerir que laaccién del FIO presente
en el plasma seminal de la apaca es via
sistémica, como lo demuestrala administra-
cionintramuscular; ademéas, el sitio probable
de absorcion del FIO seredizaanivel dela
mucosa utering, siendo € curetaje una ac-
¢ion mecanica que facilitaria su absorcion.

e Existe una asociacion entre la via de
administracién de plasmaseminal sobre
latasa de ovulacion en alpacas.

* El curetgeredizado anivel endometrial
facilitarialaabsorcion del factor induc-
tor de ovulacion incrementando el efec-
toovulatorio del plasmaseminal.

1. AdamsGP, Ratto M, Huanca W, Singh
J. 2005. Ovulation-inducing factor inthe

26

semina plasma of alpacas and |lamas.
Biol Reprod 73: 452-457.

2. Adams GP, Sumar J, Ginther OJ.
1991. Form and function of the corpus
luteum in [lamas. Anim Reprod Sci 24:
127-138.

3. Aller JF, Canicno AK, Rebuffi G,
Alberio RH. 1999. Induccion delaovu-
lacién en llamas. En: Libro de Resime-
nes del 11 Congreso Mundial sobre
Camélidos. Cusco. p 91.

4, Bakker J, Baum M. 2000.
Neuroendocrine regulation of GhRH
release in induced ovulators.
Neuroendocrinology 21: 220-262.

5. Bravo WP. 2002. The reproductive
process of South American camelids.
Salt Lake City, USA: UT. 100 p.

6. Bravo PW, Stabenfeldt GH, Lasley B,
Fowler ME. 1991. Theeffect of ovarian
follicle size on pituitary and ovarian
responsesto copulation in domesticated
South American camelids. Biol Reprod
45: 553-559.

7. Bravo PW, Fowler ME, Stabenfeldt
GH. 1990. Endocrine responses in the
[lamato copulation. Theriogenology 33:
891-899.

8. Ciprian A. 2000. Efecto del plasma
seminal como factor de ovulacion en
alpacas y llamas. Puno: Tesis Médico
Veterinario y Zootecnista. Facultad de
MedicinaVeterinariay Zootecnia, Univ.
Nacional del Altiplano. 57 p.

9. Chen BX, Yuen ZX, Pan GW. 1985. Se-
men —induced ovulation in the bactrian
camel (Camelus bactrianus). J Reprod
Fert 73: 335-339.

10. Fernandez- Baca S, Sumar J, Novoa
C. 1972. Comportamiento sexual de la
alpaca macho frente a la renovacion de
las hembras. Rev Inv Pec, Perd 1(2):
115-228.

11. Fernandez-Baca S, Madden DHL,
Novoa C. 1970a. Effect of different
mating stimuli on induction of ovulation
inthealpaca. JReprod Fert 22: 261-267.

Rev Inv Vet Per (1 2009; 20 (1): 21-27



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Plasmaseminal y ovulacién en alpacas

Fernandez-Baca S, Hansel W, Novoa
C. 1970b. Corpusluteum functionin the
alpaca. Biol Reprod 3: 252-261.

Hafez E, Hafez B. 2000. Reproduc-
cién einseminacion artificial en anima-
les. 72ed. México: Ed. Interamericana
McGraw-Hill. 519 p.

Huanca W, Céardenas O, Olazabal C,
Ratto M, Adams G. 2001. Efecto hor-
monal y empadre sobre €l intervalo ala
ovulacion en llamas. Rev Inv Vet, Pert
12(Supl 1): 462-463.

Lépez A. 2004. Induccién de la ovula
cién en llamas mediante la administra-
cion intramuscular del plasma semina
proveniente de llama, alpacay bovino.
Lima Tesis Médico Veterinario. Facul-
tad de Medicina Veterinaria, Univ. Na-
cional Mayor de San Marcos. 41 p.
Novoa C. 1991. Fisiologia de la repro-
duccién de la hembra. En: Avances y
perspectivas del conocimiento de los
camélidos sudamericanos. Cap. 111.
Fernadndez-Baca S (ed). Santiago de
Chile: FAO. p 91-1009.

Pan G, Chen Z, Liu X, Li D, WieW,
Ling F, Fang L. 2001. Isolation and
purification of the ovulation-inducing fac-
tor from seminal plasmain the bactrian
camel (Camelus bactrianus).
Theriogenology 55: 1863-1879.
Paolicchi F. Urquieta B, Del Valle L,
Bustos-Obregon L. 1999. Biological
activity of the semina plasma of apacas.

Rev Inv Vet Per2009; 20 (1): 21-27

19.

20.

21.

22.

23.

24,

dimulusfor theproductionof LH by pituitary
cdls. Anim Reprod Sci 54: 203-210.
Ratto M, Sing J, Huanta W, Adams
G 2003. Follicular wave synchronization
and pregnancy rater alter fixed-time na-
tural mating inllamas. Theriogenology 60:
1645-1656.

Rios M. 1985. Presencia de un factor
de induccion de la ovulacion en e se-
men deapacay toro. Lima: TesisMédi-
co Veterinario. Facultad de Medicina
Veterinaria, Univ. Nacional Mayor de
San Marcos. 30 p.

San Martin M, Copaira M, Zufiga J,
Rodriguez R, Bustinza G, Acosta L.
1968. Aspects of reproduction in the al-
paca. J Reprod Fert 16; 395-399.
Sumar J. 1991. Fisiologia de la repro-
duccién del macho. En: Avancesy pers-
pectivas del conocimiento de los
camélidos sudamericanos. Cap. V.
Fernandez-Baca S (ed). Santiago de
Chile: FAO. p111-148.

Vasquez ME, Huanca WL, Huanca
TM, Ratto MF, Adams G. 2005. Efec-
to defraccionesdel plasmaseminal, se-
gun su peso molecular, sobre la induc-
cion de la ovulacién en llamas (Lama
glama). Rev Inv Vet, Perti 19: 20-25.
Zhao XX, Li XL, Chen BX. 2001.
Isolation of ovulation—inducing factors
in the seminal plasmaof Bactrian camel
(Camelus bactrianus) by DEAE —
cellulose chromatography. Reprod
DomesticAnim 36: 177-181.

27



