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Efecto de la aplicacion de plasma seminal, GnRH y ablacidn
folicular sobre la dinamica folicular en llamas (Lama glama)

Application effect of seminal plasma, GnRH and follicular ablation on the
ovarian dynamic in llamas (Lama glama)
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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la aplicacion de plasma
seminal, un analogo de GnRH y la ablacién folicular sobre la dindmica folicular en llamas.
El estudio se realiz6 en Puno, Pert, utilizando 24 1lamas seleccionadas bajo el criterio de
presentar un foliculo preovulatorio >7 mm, determinado mediante ecografia transrectal.
Las llamas fueron distribuidas aleatoriamente en cuatro grupos: T1, 1 ml PBSIM; T2,2 ml
plasma seminal IM; T3, 1 ml GnRH IM; T4, ablacién folicular. Los animales fueron eva-
luados, mediante ecografia transrectal, cada 2 h entre las 20 hasta las 36 h post-trata-
miento para determinar la ovulacion; posteriormente en forma diaria hasta el dia 9 y
luego cada 2 dias hasta el dia 15 pos-estimulo para determinar el intervalo a la emergen-
cia de una nueva onda folicular, la aparicién del nuevo foliculo dominante y el didmetro
del cuerpo luteo al dia 8 del tratamiento. No se encontré diferencia significativa entre
tratamientos en las variables en estudio. Es posible que existan otros factores que
podrian afectar el intervalo a la emergencia de una nueva onda folicular.
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The study aimed to evaluate the effect of applying seminal plasma, a GnRH analogue
and follicular ablation on the follicular dynamic in llamas. The study was carried out in
Puno, Peru, using 24 llamas selected under the criterion of presenting a preovulatory
follicle >7 mm, determined by transrectal ultrasound. The animals were randomly
distributed into four groups: T1, 1 ml PBS IM; T2, 2 ml seminal plasma IM; T3, 1 ml GnRH
IM; T4, follicular ablation. The animals were evaluated, by transrectal ultrasound, every
2 h between 20 and 36 h post-treatment to determine ovulation; subsequently daily until
day 9 and then every 2 days until day 15 post-stimulation to determine the interval to the
emergence of a new follicular wave, the appearance of the new dominant follicle and the
diameter of the corpus luteum on day 8 of treatment. No significant difference was found
between treatments in the variables under study. It is possible that there are other factors
that could affect the interval to the emergence of a new follicular wave.
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INTRODUCCION

La crianza de camélidos sudamericanos
es de importancia econdmica para los pobla-
dores altoandinos por la produccion de fibra
y carne y gran adaptabilidad a la altura
(Huanca et al., 2007); sin embargo, presenta
serias limitaciones en su eficiencia producti-
vay reproductiva, de alli que se viene inves-
tigando diversas alternativas de mejoramien-
to de la produccion, incluyendo biotecnologias
reproductivas, entre las cuales destacan los
estudios sobre el control del desarrollo
folicular (Trasorras et al., 2013).

La fisiologia reproductiva de los camé-
lidos sudamericanos tiene la peculiar carac-
teristica de ser animales de ovulacion induci-
da; es decir, necesitan de un estimulo exter-
no, como la coépula, para que las hembras
ovulen (San Martin et al., 1968; England et
al., 1969; Fernandez Baca et al., 1970). Sin
embargo, un 5% de animales llega a ovular
espontaneamente con solo estimulos
olfatorios, auditivos o visuales (Fernandez
Baca et al., 1970).

Se ha reportado que en el plasma
seminal de los camélidos sudamericanos se
encuentra un Factor Inductor de la Ovula-
cion (FIO), que ha sido identificado como el
factor de crecimiento neural-B (NGF-B),
siendo este el responsable de la ocurrencia
de ovulacion (Adams et al., 2005; Kershaw-
Young et al., 2012; Ratto et al., 2012). Este
factor también se encuentra en especies de
ovulacion espontanea, pero en menor con-
centracion; de alli que al aplicar plasma
seminal de toros en hembras camélidas se
obtiene una tasa de ovulacion de 25% en com-
paracion con tasas de ovulacion de 100 cuando
se aplica plasma seminal de llama o de alpa-
ca (Lopez et al., 2006).

El mecanismo de accion del FIO/NGF-
B no esta del todo esclarecido. Se ha repor-
tado que el plasma seminal de la alpaca esti-
mula la secrecion de LH a nivel hipofisiario,
no encontrandose diferencias en los niveles
de secrecion al adicionar un anticuerpo anti-
GnRH (Paolicchi et al., 1999); sin embargo,
Silva et al. (2012) encontraron una menor
secrecion de LH en llamas ovariectomizadas,
que mejora cuando se les aplica estradiol
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exogeno, lo cual estaria indicando que el FIO/
NGEF necesitaria la accion del estradiol a ni-
vel hipotalamico. Esto ha sido sugerido en un
estudio reciente, sefialando que la induccion
de la ovulacion estaria mediada por neuronas
Kisspeptin (El-Allali et al.,2017).

El efecto inhibitorio que tiene el foliculo
dominante sobre los demas foliculos subordi-
nados ha sido atribuido a factores intrao-
varicos, tales como la inhibina (Ginther, 2000),
por lo que se sugiere eliminar la presencia de
foliculos >7 mm en camélidos, y trabajar con
la onda folicular emergente siguiente (Ratto
et al.,2003). Los protocolos hormonales mas
usados para la sincronizacion de la onda
folicular son en base a GnRH (Andrade, 2007)
y LH (Ratto et al., 2003; Andrade, 2007),
contando con un intervalo a la emergencia
de una nueva onda folicular de 4 y 2-5 dias,
respectivamente. Asimismo, la ablacion
folicular se ha aplicado como un tratamiento
no-hormonal habiéndose reportado un inter-
valo a la aparicion de foliculos >3 mm de 4
dias (Ratto et al., 2003) y 2 dias (Silva et al.,
2018) en promedio. Sin embargo, no hay re-
portes sobre el efecto del plasma seminal de
camélidos sudamericanos sobre la dinamica
folicular en los camélidos. El presente estu-
dio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la
aplicacion de plasma seminal, un analogo de
GnRH y la ablacioén folicular sobre la dinami-
ca folicular en llamas.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

El estudio se llevo a cabo durante el mes
de enero de 2018 en el Centro de Investiga-
cion y Produccion La Raya, perteneciente a
la Universidad Nacional del Altiplano (UNA).
El centro esta ubicado entre los 4200 y 5500
msnm, en el distrito de Santa Rosa, provincia
de Melgar, Puno, Pert. La zona esta consi-
derada como una zona agroecologica de puna
htimeda.
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Unidades Experimentales

Se utilizaron 24 llamas, con un rango de
edad entre 6 a 8 afios, sin cria al pie, sin ante-
cedentes de problemas reproductivos y que
habian tenido por lo menos un parto. Se les
hizo una ecografia transrectal para determi-
nar la presencia de un foliculo preovulatorio
>7 mm, con un ecografo ALOKA SSD 500
(Tokyo, Japon) equipado con un transductor
lineal rectal de 5 MHz. Los animales estu-
vieron bajo las mismas condiciones y se en-
contraban al pastoreo sobre praderas de pasto
natural.

Plasma Seminal

El plasma seminal fue obtenido median-
te la coleccion de semen de cuatro alpacas
macho de 4-7 afios, pertenecientes al Labo-
ratorio de Reproducciéon Animal de la Facul-
tad de Medicina Veterinaria de la Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos, Lima.
Se hicieron colectas de semen, 2-3 veces por
semana durante dos meses antes de la fase
experimental, con ayuda de una vagina artifi-
cial adaptada de ovinos.

El semen colectado fue diluido con
fosfato buffer salino (PBS, Gibco, EEUU)
en proporcion 1:1 y sometido a un procedi-
miento mecanico de pasaje por una aguja N.°
21 y jeringa de 10 ml, con el proposito de
romper la viscosidad seminal. Posteriormen-
te fue centrifugado a 1500 g, durante 20 min,
repitiéndose el procedimiento para asegurar
el retiro de espermatozoides en el sobrena-
dante. Las muestras obtenidas se colocaron
en tubos falcon de 15 ml, afiadiéndole sulfato
de gentamicina (10 pg/10 ml de solucion),
formando un pool del plasma de las muestras
de todos los machos. El plasma fue congela-
do a-20 °C hasta su utilizacion.

Ablacion Folicular
Se realiz6 anestesia epidural baja, apli-

cando 2 ml de lidocaina al 2% sin epinefrina,
para facilitar el manejo del animal La aspira-
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Cuadro 1. Intervalo en dias desde la aplicacion de los tratamientos hasta la aparicion
de foliculos >3 mm y foliculos >7 mm en llamas (promedio + desviacion

estandar; n=6 por grupo)

Intervalo a Control Plasma GnRH Abl‘ac1on
seminal folicular

Foliculos >3 mm 20+0 20+0 20+0 20+0

Foliculo dominante 10.17+4.12 9.17+293 833+266 7.83+3.25

La diferencia entre grupos no es estadisticamente significativa (p>0.05)

Cuadro 2. Intervalo (horas) desde la aplicacion de los tratamientos hasta la ovulacion
y tamafio del cuerpo luteo al dia 8 pos-aplicacion de los tratamientos en
llamas (promedio + desviacion estandar; n=6)

Control  Plasma seminal GnRH Abl'ac10n
folicular

Tamafio folicular
L 10.0+2.1 82+1.2 9.7+39 12.2+6.8
inicial (mm)
?ﬁ‘;ervalo a la ovulacion i 300421 2903+ 15 i
Tasa de ovulacion (%) 0 100 100 0
Tamaio del cuerpo ] 8334151 850+123 ]

luteo (mm)

La diferencia entre grupos no es estadisticamente significativa (p>0.05)

cion transvaginal eco-guiada del foliculo
dominante fue realizada con un ecégrafo
ALOKA SSD 500, equipado con un
transductor transvaginal convexo de 5 MHz
y con una guia para posicionar la aguja de
aspiracion a lo largo de la linea de pun-
cion. Previamente. Se facilito el aspirado
con una bomba de vacio con una presion de
70 mm Hg.

Tratamientos

Los 24 animales fueron distribuidos en
forma aleatoria en cuatro grupos experimen-
tales de seis animales cada uno: T1: grupo
control, 1 ml de PBS, via IM; T2, 2 ml de
plasma seminal, via IM; T3, 1 ml de analogo
de GnRH (0.0084 mg de acetato de
buserelina, Conceptase®), via IM; T4, abla-
cion folicular.
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El dia 0 (DO) fue el dia de aplicacion de
los tratamientos. Los animales del grupo T2
y T3 fueron evaluados mediante ecografia
cada 2 h desde las 20 hasta las 36 horas pos-
aplicacion del tratamiento, para determinar
el intervalo a la ovulacidn, con base a la au-
sencia del foliculo dominante. Luego, fueron
evaluados en forma diaria hastael dia9yy
luego cada dos dias hasta el dia 15 pos-apli-
cacion del estimulo. Estas evaluaciones se
hicieron con un ecografo ALOKA SSD 500
y un transductor lineal modo B de 7.5 MHz
con el fin de determinar el intervalo a la emer-
gencia de una nueva onda folicular, a partir
de la observacion de foliculos >3 mm, y el
intervalo a la presencia de un nuevo foliculo
>7 mm.

Analisis Estadistico

Las mediciones del intervalo de trata-
miento a la emergencia de foliculos >3 mm,
intervalo de tratamiento a foliculos >7 mm,
intervalo de tratamiento a la ocurrencia de
ovulacion y tamafio del cuerpo luteo al dia 8
pos-tratamiento fueron analizados mediante
una prueba de analisis de varianza, utilizando el
paquete estadistico IBM SPSS Statistics 25.

RESULTADOS

El intervalo desde la aplicacion de los
tratamientos hasta la emergencia de una nue-
va onda folicular (observacion de foliculos >3
mm) y al nuevo foliculo >7 mm (nuevo foli-
culo dominante) fue similar para los cuatro
grupos (Cuadro 1).

No se encontr6 diferencia significativa
para el intervalo a la ovulacion entre los gru-
pos T2 y T3. En todas estas ovulaciones, el
cuerpo lateo resultante fue de similar tamafio
en el dia 8 en ambos grupos (Cuadro 2)
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DiScUSION

Cavilla ef al. (2013) indican que ocurre
un tipo de solapamiento de la emergencia de
ondas foliculares sucesivas, que explica que
el intervalo desde la aplicacion de los trata-
mientos a la emergencia de una nueva onda
folicular se haya presentado el mismo dia en
todos los grupos, incluyendo el control.

Se dispone de reportes donde el inter-
valo a la emergencia de una nueva onda
folicular como respuesta a la ablacion folicular
se presenté a los 3.1 = 0.9 dias con base a
ecografias diarias (Ratto et al., 2003) y de
1.8 £ 0.4 dias con ecografias cada 12 horas
(Silva et al., 2018). Asimismo, Andrade
(2007), con la aplicacion de GnRH report6 el
desarrollo de foliculos >3 mmalos4.6 +1.2
dias. No obstante, las ecografias se realiza-
ron en el presente estudio cada dos horas entre
las 20 y las 36 h de la aplicacion de los trata-
mientos para determinar la desaparicion del
foliculo dominante, de alli que esta frecuen-
cia de observaciones haya sido un factor de-
terminante para determinar con mayor pre-
cision el momento de la emergencia de una
nueva onda folicular.

Elintervalo al nuevo foliculo dominante
(>7 mm) en el presente estudio fue entre 8§ y
10 dias, sin diferencias entre grupos, inclu-
yendo el grupo control, posiblemente atribui-
do al hecho que en todos los grupos se repor-
t6 la emergencia de una nueva onda folicular
al mismo dia, considerandose asi como una
especie de sincronizacion. Al respecto, Ratto
et al. (2003) reportan un intervalo de 5.8 £
1.0 dias luego de la ablacion folicular; mien-
tras que Andrade (2007), aplicando GnRH
reporté un intervalo de 7.9 + 1.6 dias.

Los resultados muestran que no existen
diferencias significativas en el intervalo a la
ovulacion al aplicar GnRH o plasma seminal,
siendo similar a lo reportado por otros auto-
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res (Adams et al., 2005; Ratto et al., 2006).
Por otra parte, Adams et al. (2005) reportan
que aplicando plasma seminal se genera un
cuerpo liteo mas grande que al usar GnRH,
pero partiendo con foliculo dominante inicial
de 11 mm. Es posible, que, entonces, ademas
de requerirse un diametro minimo del foliculo
dominante >7 mm para inducir la ovulacion,
se tenga que considerar el rango de tamafio
de estos foliculos para obtener cuerpos luteos
de mayor tamafio.

CONCLUSIONES

e Los intervalos a la emergencia de una
nueva onda folicular y a la aparicion de
un nuevo foliculo dominante en 1lamas
no difieren entre los tratamientos con
plasma seminal, GnRH o ablacion
folicular.

e Elintervalo entre la aplicacion del trata-
miento a la ovulacion y el didmetro del
cuerpo lateo al dia 8 de la aplicacion de
los tratamientos fueron similares al apli-
car plasma seminal o GnRH.
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