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EFECTO DE FRACCIONESDEL PLASMA SEMINAL, SEGUN SU
PESO MOLECULAR, SOBRE LA INDUCCION DE LA OVULACION
EN LLAMAS (Lamaglama)

EFFecT oF PLASMA SEMINAL FRACTIONS, BASED oN M oLECULAR WEIGHT, ON THE
INDUCTION OF OVULATION IN LLAMAS (LAMA GLAMA)
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REsSUMEN

El presente estudio fue realizado con el propésito de evaluar el efecto de varias
fracciones de plasma seminal de Ilamas, seglin su peso molecular (PM), sobre lainduc-
ciondelaovulacion. Seutilizé 54 [lamas hembrassin criay en 6ptimo estado reproductivo,
con foliculo dominante >7 mm de diametro determinado por ecografiatransrectal por tres
dias consecutivos. Los animales se distribuyeron al azar auno de los seis tratamientos:
A) fraccion de plasma seminal con PM >30 kDa, B) fraccion de plasma seminal con PM
entre 10y 30 kDa, C) fraccion de plasmaseminal con PM entre5y 10 kDa, D) fraccion de
plasma seminal con PM <5 kDa, E) plasma seminal completo, y F) PBS. Los animales
fueron tratados con una solucion de 1.5 ml de la fraccion de plasma seminal o placebo
correspondiente por viaintramuscular. Las [lamas fueron evaluadas por ecografiaen el
dia 2y 9 post-tratamiento para determinar la tasa de ovulacion y el tamafio del cuerpo
[Gteo. Los resultados indicaron una tasa de ovulacién del 100% en los grupos A y E,
11.1% en B y 0% en los demés tratamientos. No se encontrd diferencias estadisticas
entre grupos respecto al didmetro luteal. L os resultados obtenidos permiten sefialar que
lafraccion de plasmaseminal con peso molecular mayor a 30 kDainducelaovulacién en
[lamas.
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ABSTRACT

The present study was conducted to evaluate the effect of different fractions of
Ilama seminal plasma, based on the molecular weight (MW), on the ovulation. Fifty four
female adult [lamas without calf at foot and in good reproductive conditions were used.
The animals were bearing a>7 mm dominant follicle determined by ultrasound diagnosis
during a three consecutive days. Females were randomly distributed in six groups. A,
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fraction of seminal plasmawith MW >30 kDa; B, fraction of seminal plasmawith MW
>10 and <30 kDa; C, fraction of seminal plasmawith MW >5 and <10 kDa; D, fraction
of semina plasmawith MW <5 kDa; E, complete plasmaseminal; and F, PBS. Animals
were treated with a 1.5 ml solution of the corresponding fraction or placebo viai.m.
Ovarian ultrasound was performed at day 2 and 9 post-treatment to determine the
ovulation rate and the size of the corporalutea. Ovulation rate was 100% in groups A
and E, 11.1% in group B and 0% in the other groups. No statistical differences were
observed between groups on the size of the corpus luteum. The resultsindicated that
the plasma seminal fraction with molecular weight >30 kDainduce ovulationin llamas.
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INTRODUCCION

L os camélidos sudamericanos pertene-
cen a grupo de las especies de ovulacion in-
ducida, esdecir, requieren de un estimulo para
la liberacion del évulo (Sumar, 1993). Estu-
diosrealizados en estas especies, sefidan que
e estimulo requerido es la copula (San Mar-
tinet al., 1968), lacud provocalaliberacion
de la hormona LH, y la consiguiente ovula-
cion (Bravo et al., 1990).

Experimentos realizados en camellos
bactrianos sefialan que la aplicacion de plas-
masemind indujo la ovulacidn en & 87% de
hembras (Chen et al., 1985), lo cud sugirio
la presencia de un factor inductor de ovula-
cion en € plasma semina de esta especie,
gue posteriormente fue aidado y purificado,
determinandosele un peso molecular de 19.4
kDa (Pan et al., 2001).

Un estudio redlizado en apacas con la
aplicacion de plasma seminal de machos de
lamismaespecie, viaintravagina, reporté una
tasa de ovulacion de 7.6% (Rios, 1989); sin
embargo, un estudio pogterior reportd e 100%
de ovulacion utilizando plasmasemind della
may a paca, viaintramuscular (Lopez, 2004).
El plasma semind contiene diferentes frac-
ciones y su efecto sobre la induccion de la
ovulacion en camélidos sudamericanos aln
no ha sido bien estudiado; de dli que € pre-
sente estudio tuvo como objetivo evaluar €
efecto del plasma seminal, separado en base
apesos moleculares, sobre lainduccion dela
ovulacion en llamas.
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M ATERIALES Y METODOS

El experimento se redizd en & Anexo
Quimsachata de la Estacion Experimental
ILLPA-INIA, ubicado a4200 msnm, distrito
de Santa L ucia, provincia de Lampa, depar-
tamento de Puno, durante los meses de fe-
brero y marzo dd afio 2004.

Se seleccionaron 54 llamashembrassin
criad pie, con historid reproductivo de ha
ber tenido a menos un parto anterior. Todas
las hembras seleccionadas recibieron lasmis-
mas condiciones de manegjo (ausencia de
macho) y fueron alimentadas con pastura
natural. Asi mismo, se colecté semen acinco
llamas, utilizando una vagina artificia adap-
tadade ovino, envueltaen unafrazadillael éc-
tricay colocada dentro de un maniqui. El se-
men colectado fue centrifugado a 3000 rpm
durante 20 minutos para separar la fraccion
celular del plasma semindl.

Se hizo una primera separacion de com-
ponentes no deseabl es (posibles residuos con-
taminantes) del plasma semina utilizando fil-
trosde 0.45y 0.22 p de didmetro. Los 15 ml
de plasma semina clarificado se colocaron
en e primer tubo que tenia un filtro con ca
pacidad de retener moléculas mayores a 30
kDa. Se centrifug6 a 4000 g durante 20 mi-
nutos. Se obtuvo 150 pl de muestra retenida
end filtro, lacua fueresuspendidacon PBS
hasta completar 15 ml y congtituy6 la prime-
rafraccion (>30kDa). El plasmasemind que
paso este primer filtro contenia moléculas
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menores a 30 kDay sirvié para obtener las
siguientes fracciones, utilizando tubos con fil-
tros que retenian moléculas >10 kDa, >5 kDa.
La ultima fraccion la constituyd € plasma
semind que pasd € ultimo filtro (<5 kDa),
debido a que no existen filtros con capacidad
de retener moléculas menores. A cada una
de las fracciones se les adiciond 50 pg ml de
kanamicina, y se dmacenaron a—70 °C hasta
au utilizacion.

En lafase pre-experimentd, lashembras
fueron evaluadas en diferentes oportunidades
por tres dias consecutivos mediante ecografia
para redlizar € seguimiento de la actividad
ovaricay d desarrollo delas ondasfoliculares,
afin de identificar aguellas que presentaban
foliculos en fase de crecimiento y con un ta-
mafio >7 mm. Las hembras fueron distribui-
das aeatoriamente en |os grupos experimen-
tales, recibiendo una dosis de 1.5 ml por via
i.m. de las siguientes fracciones de plasma
semina o placebo:

a) Fraccion >30 kDa

b) Fraccion >10y <30 kDa
c¢) Fraccion >5y <10 kDa
d) Fraccion <5 kDa

€) Plasma semina completo
f) PBS

Se redliz6 una eva uacion ecogréfica de
los ovariosen € diadel tratamiento (D), re-
gistrandose € tamafio ddl foliculo dominante,
otraevauacion en e dia2 (D,) paradetermi-
nar la tasa de ovulacion y una terceraen €
dia9 (D,) para determinar la presenciay ta-
mafio del cuerpo |Uteo.

Se utilizo la diferencia de proporciones
para evaluar la tasa de ovulaciones, € anali-
sis de varianza para determinar diferencias
en d tamafio dd foliculo dominantey del cuer-
po |teo, y la prueba de “t” Student para de-
terminar diferencias entre promedios.

Los resultados del presente estudio se
encuentran en el Cuadro 1. Latasa de ovu-
lacion fuedd 100% enlosgruposAy E, que
incluyen a los animales con la fraccion de
plasma seminal mayor a 30 kDay con plas-
maseminal completo. Estos resultados con-
cuerdan con otros estudios que reportaron
atas tasas de ovulacion con laaplicacion de
plasma semina en camellos y Ilamas (Pan
et al., 2001; Lopez, 2004). Los resultados,
no obstante, difieren de aquellos encontra:
dos por Rios (1989), quien obtuvo un bgo
porcentaje de ovulacion (8%) a aplicar plas-
ma semina por via vaginal en apacas. Es
posible que la cantidad de plasma semina
tenga unarelacion directacon laviade apli-
cacion para que ocurra la ovulacion en los
camelidos sudamericanos.

Solo Ilegd a ovular uno de los nueve
animales que recibieron lafraccién de plas-
ma seminal con peso molecular entre >10y
<30 kDa. Esta ovulacion podria haberse de-
bido aun caso de ovulacion espontaneay no
a afecto del plasma semina. La ovulacion
espontanea ocurre con una frecuenciade 5
a 15% en llamas, probablemente debido a
estimulos visuales, auditivos u olfatorios
(Novoay Leyva, 1996). No obstante, Pan et
al. (2001) reportaron atas tasas de ovula
ciond aplicar unafraccion de plasmasemina
con un peso molecular de 19.4 kDa en ca
mellos bactrianos. Estas diferencias podrian
explicarse por lavariacion entre especies, |o
cual podriaestablecer caracteristicaspropias
para cada especie sobre el plasma seminal,
a pesar que ambas especies son
filogenéticamente cercanas.

El tamafio minimo dd foliculo dominan-
te utilizado como criterio deincluson en este
estudio fuede 7 mm. Este criterio se susten-
taen e reporte de Bravo et al. (1990), quién
indicd que la ovulacion no ocurre en hem-
bras servidas con foliculos menoresde 7 mm,
debido a que no llegan a inducir una sufi-
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Cuadrol. Efecto de la administracién de fracciones de plasma seminal, segin su peso
molecular, sobre el comportamiento ovarico de llamas adultas (9 llamas por

grupo)
5 Animales que Foliculo dominante* Cuerpo ltteo™
Fraccion o ovularon (mm) (mm)
placebo . _
n % Promedio Rango Promedio Rango

>30kDa 9 100.0° 9.6 £2.2 79-113 10.1+17 88-114

>10y<30kDa 1 11.1° 93+18 79-107

>5y <10 kDa 0 o° 101+ 2.7 80-122

<5 kDa 0 0 100+21 84-116
Plasma completo 9 100.00 93+ 2.1 7.7-10.9 109+27 92-126
PBS 0 o°  114+39 84-145

22| etras diferentes dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)

Medido en el dia 0 del tratamiento
% Medido en el dia 9 post-tratamiento

* No se incluye el valor del grupo >10 y <30 kDa debido a que solo un animal lleg6 a ovular

ciente secrecion de LH (Bravo, 2002). To-
dos los foliculos dominantes en & momento
del tratamiento se encontraban con un tama-
fio >7 mm (Cuadro 1).

No se encontraron diferencias signifi-
cativas en e tamafio del cuerpo IGteo en €
dia nueve pog-tratamiento (dia siete de la
ovulacion) entrelosgrupos Ay E. Esen este
momento donde € cuerpo lUteo alcanza su
mayor desarrollo (Ferndndez-Baca et al.,
1970) en la dpaca. Este resultado confirma
que € factor inductor de ovulacion presente
en d plasmasemind delallamaes capaz de
contribuir en laformacién de un cuerpo [Uteo
de caracterigticas similares a que se forma
por efecto de la copula.

S bien es cierto que d factor inductor
de ovulacion parece tener smilar efecto que
laGnRH, no puede afirmarse que las carac-
teristicas bioquimicas sean similares a esta
hormona (Paolicchi, 1996; Pan et al., 2001),
ya que en € presente estudio se obtuvo €
100% de ovulaciones con lafraccion de plas-
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maseminal con un peso molecular >30 kDa,
peso que es significativamente mayor a de
GnRH (1.2 kDa) (Mori, 2002). Por consi-
guiente, se podria descartar la similitud
bioquimicaentre ambos compuestos. Esto es,
ademés, apoyado por € estudio de Paolicchi
(1996), en d cua la exposicion de céulas
gonadotropas delahipdfisisde ratas con plas-
ma semina de alpaca més un anti-GnRH no
modifico la secrecion de LH. Tampoco po-
dria ser de origen esteroideo, ya que los pe-
sos moleculares de estos compuestos son in-
feriores a 1 kDa (Mori, 2002). El factor in-
ductor de la ovulacion en € plasma semina
tiene un peso molecular smilar aLH (29 kDa),
que es una glicoproteina (Mori, 2002).

El mecanismo de accion de este factor
gue induce la ovulacion aln es desconocido,
pero se puede proponer que su actividad bio-
I6gicalo podriaestar gerciendo en formadi-
recta a nivel del ovario o a nivel de tgido
encefdico. En € primer caso estaria emu-
lando laaccion delaLH.
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Un segundo mecanismo de accion po-
driaser anivel de neuronas noradrenérgicas
del cerebro medio, similar a como sucede
normamente en ovuladores inducidos des-
pues del estimulo de la copula (Bakker y
Baum; 2000), o como en €l caso de los
ovuladores esponténeos, donde es e estré-
geno € que promueve la liberacion de la
noradrenalina hacia €l area predpticay emi-
nencia media; lugares donde se localizan los
cuerpos celulares y terminales de las
neuronas productoras de GnRH (Demling et
al., 1985; Mohankumar et al., 1994). Luego
de ser estimuladas las neuronas que sinteti-
zan GnRH, seria liberada a hipotdamo
mediobasal, y desde aqui conducida a la
hipdfisis parainducir lasecreciondeLH y la
posterior ovulacion (Bakker y Baum; 2000).
A este nivel, entonces, € factor inductor de
ovulacion también podria estar estimulando
la secrecion de GnRH como lo hacen los
neurotransmisores norepinefring, glutamato,
neuropéptido y éxido nitrico, entre otros. Es-
tos neurotransmisores, a parecer, actlian me-
diante un mecanismo esteroide dependiente,
debido aque estudios anteriores, han demos-
trado que las neuronas de GnRH no poseen
receptores para esteroides (Bhat et al.,
1998); por tanto, estos Ultimos no podrian es-
timular lasintesis de GnRH directamente, sin
la participacion de los neurotransmisores. ES
por esta razon que € plasma semina podria
estar comportdndose como un neurotrans-
misor a nivel encefdico.

En base a que se haaidado y purifica
do d factor inductor de ovulacion del plasma
semina de camellos bactrianos, observando-
Se que esta compuesto por una secuenciade
péptidos y aminoacidos (Pan et al., 2001), y
con losresultados obtenidoscon € tratamiento
A dd presente estudio, se podriasuponer que
el factor inductor de ovulacion podria ser de
natural eza proteica, pero esto quedapor dilu-
cidar.
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CONCLUSIONES

? El plasmasemina dellamas contiene un
factor inductor de ovulacion de un peso
molecular mayor de 30 kDa.

-~

No seregigtraron diferenciasen e tama-
fio del cuerpo IGteo en los tratamientos
con plasma seminal completo y plasma
seminal con lafraccién mayor a30 kDa.
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