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Susceptibilidad del Cuerpo Liteo a la ProstaglandinaF, en
Alpacas Inducidas a Ovulacion con Plasma Seminal y GnRH

SUSCEPTIBILITY OF THE CORPUS LUTEUM TO PROSTAGLANDIN F, IN ALPACAS AFTER
INDUCED OVULATION WITH SEMINAL PLASMA AND GNRH
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Willian Fahrid Huanca M.!, Tito Limache C.*

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la susceptibilidad del cuerpo luteo al
cloprostenol sodico (analogo sintético de la PGF, ) durante el desarrollo de la fase luteal
en alpacas inducidas a ovulacion con plasma seminal o con GnRH. El plasma seminal se
obtuvo de muestras de semen de alpaca colectadas mediante vagina artificial, diluidas en
proporcion 1:1 en buffer fosfato salino (PBS), centrifugadas y conservadas a -20 °C. Se
utilizaron 96 alpacas hembras con foliculo >7 mm, que fueron inducidas a ovulacién
mediante la inyeccion de plasma seminal (n=48) y GnRH (n=48). Las alpacas que ovularon
fueron distribuidas en forma aleatoria en 6 grupos: un grupo control y 5 grupos tratados
con PGFZ(1 los dias 4, 5, 6, 7 y 8 posinduccion de ovulacion. Se colectaron muestras de
sangre para determinar los perfiles de progesterona sérica al inicio y 24 horas del trata-
miento. No hubo efecto luteolitico en animales tratados el dia 4 o 5, mientras que en los
animales tratados al dia 6, 7 u 8 respondieron con una luteélisis efectiva a las 24 horas de
la aplicacion de PGF,, , mostrando disminucion del didmetro del cuerpo luteo y niveles de
progesterona cercanos o inferiores a 1 ng/ml. Se concluye que el cuerpo luteo en alpacas
inducidas a ovulacion con plasma seminal o GnRH es susceptible a la lutedlisis a partir
del dia 6 posestimulo de ovulacion.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the susceptibility of the corpus luteum
to doprostenol sodium (synthetic andog of PGF, ) during development of the luteal
phase in alpacas after induced ovulation with seminal plasma or GnRH. Semen was
collected from male alpacas using an artificial vagina and then diluted 1/1 with phosphate
buffered saline (PBS), centrifuged and stored at -20 °C. Females alpacas (n=96) bearing
>7 mm follicles in their ovaries were induced to ovulate by injecting seminal plasma
(n=48) and GnRH (n=48). Animal that ovulate were randomly assigned into one of six
groups: control and treated with an injection of cloprostenol sodium on days 4, 5, 6, 7 and
8 post-ovulation. Blood samples were collected to determine serum progesterone
concentrations at baseline and 24 hours post-injection of cloprostenol sodium. The was
no luteolytic effect of PGF, in animals treated on day 4 or 5, whereas animals treated on
day 6, 7 or 8 were responding with effective luteolysis at 24 hours post-PGF, showinga
reduction in size of the corpus luteum and progesterone levels close or lower than <1 ng/ml.
In conclusion, corpora lutea obtained by induced ovulation using seminal plasma or
GnRH are susceptible to luteolysis from day 6 onwards after stimulation of ovulation.

Key words: alpacas, corpus luteum, OIF, seminal plasma, prostaglandin F,

INTRODUCCION

La baja eficiencia reproductiva de los
camélidos sudamericanos es una de las prin-
cipales limitantes que dificulta el desarrollo
sostenido de la produccion de estas especies,
especialmente la alta mortalidad embrionaria
en los primeros 30 dias del servicio
(Fernandez Baca et al., 1970; Novoa, 1991).

La alpaca se encuentra dentro del gru-
po de animales de ovulacion inducida; es de-
cir, que necesitan un estimulo exégeno para
que ocurra la ovulacion y la posterior posible
fecundacion. El intervalo de tiempo entre la
monta y la ovulacion es en promedio de 30
horas (Vaughan y Tibary, 2006). Luego de la
ovulacion se forma el cuerpo luteo, 6rgano
secretor de progesterona, hormona encarga-
da del mantenimiento de la prefiez en los ani-
males domésticos. La concentracion
plasmatica de progesterona se incrementa a
partir del dia 4 de la induccion de la ovula-
cion, alcanzando un pico en el dia 8; y en
caso de no ocurrir la prefiez, las concentra-
ciones plasmaticas disminuyen a partir del dia
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10, alcanzando niveles basales el dia 12 de la
monta, segin ha sido reportado en llamas
(Aba et al., 1997) y alpacas (Vaughan y
Tibary, 2006; Reyna et al., 2015).

El uso de plasma seminal de los
camélidos como inductor de ovulacion viene
siendo una practica utilizada para mejorar la
tasa de natalidad en alpacas y llamas. Esto
es con base al hallazgo del factor inductor de
ovulacion (FIO) presente en el plasma
seminal de animales de ovulacion inducida
(Adams et al., 2005) y el mayor efecto
luteotrdpico que ejerce en la formacion del
cuerpo luteo, resultando en mayores niveles
de progesterona plasmatica, por la mayor
vascularizacion que ocurre en la fase luteal
(Ulloa-Leal et al., 2014). Esto permitio obte-
ner mejores tasas de concepcion en anima-
les que fueron inducidos a ovulacion con plas-
ma seminal en relacion con aquellos que re-
cibieron GnRh como inductor de ovulacion
(Palian, 2010).

La prostaglandina F,_ es la luteolisina

mas importante en la mayoria de los anima-
les domésticos y se encarga de la luteolisis.
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Sin embargo, el momento en que el cuerpo
luteo es sensible a su efecto varia entre las
diferentes especies; de alli que se habla de
un periodo refractario en el cual la aplica-
cion de un analogo de prostaglandina no in-
duce luteolisis. En llamas se observo que el
cuerpo luteo es sensible a la accion de la
prostaglandina F, a partir del dia 6
posinduccion de ovulacion con GnRH
(Bianchi et al., 2012). Por estas razones, el
objetivo del presente estudio fue investigar
la susceptibilidad del cuerpo luteo a la accion
de un anélogo de prostaglandina F, durante
la fase luteal.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el Centro de In-
vestigacion y Produccion (CIP) Quimsachata,
anexo de la Estacion Experimental ILLPA
del Instituto Nacional de Innovacion Agraria
(INIA), en Puno, Perq, entre enero y marzo
de 2013. Los animales experimentales fue-
ron alpacas Huacaya, sin cria al pie, sin pro-
blemas reproductivos aparentes y con ali-
mentacion bajo pastoreo extensivo. Se les
mantuvo separadas de los machos durante
el estudio.

El semen (y plasma seminal) fue colec-
tado de ocho machos entrenados para el uso
de la vagina artificial adaptada a un maniqui
de alpaca. El semen colectado era diluido con
PBS para disminuir su viscosidad y, luego,
centrifugado a 1500 g por 30 min. El
sobrenadante fue evaluado para confirmar
la ausencia de espermatozoides. El plasma
seminal fue almacenado en tubos falcon de
10 ml, donde se adiciono6 sulfato de
gentamicina, a razon de 10 mg por cada 10
ml de solucion. La solucion fue conservada
a -20 °C.

Noventa y seis alpacas fueron evalua-
das mediante ultrasonografia transrectal
(Aloka SSD 500, transductor 5 MHz) para
la deteccion de un foliculo dominante >7 mm
de diametro, considerado de tamarfo
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preovulatorio en alpacas (Bravo et al., 1991).
La ovulacioén fue inducida con 1 ml de plas-
ma seminal a la mitad de las hembras y a la
otra mitad con 1 ml (0.0042 mg) del analogo
de GnRH (Conceptal, Intervet International
GmbH, Alemania), ambos por via
intramuscular. La tasa de ovulacion fue de-
tectada 48 horas después con base al criterio
de desaparicion de foliculo dominante. Los
animales que ovularon fueron distribuidos al
azar en seis grupos, a cinco de los cuales se
les administr6 1 ml (0.262 mg) de un andlogo
de la prostaglandina F,_(cloprostenol sodico,
Lutaprost, Agrovetmarket, Pert) en los dias
4,5, 6,7y 8 posinduccion de ovulacion. El
sexto grupo quedd como control sin trata-
miento.

Se hicieron ecografias adicionales para
medir el diametro del cuerpo lateo antes de
la aplicacion de prostaglandina, asi como a
las 24 y 48 h para observar la ocurrencia de
luteolisis.

Se tomaron muestras de sangre de la
vena yugular para la determinacion de la con-
centracion sérica de progesterona antes de
la aplicacion de la prostaglandina y 24 h des-
pués. Las muestras fueron centrifugadas a
1700 g por 25 min. El suero fue separado en
viales de 2 ml y almacenados a -20 °C. El
analisis de progesterona se hizo con un kit
comercial de radioinmunoensayo (PROG-
RIA-CT, KIP1458, Bélgica).

Los valores de distribucion del diame-
tro de los foliculos iniciales en cada tratamien-
to, asi como la distribucion del diametro de
los cuerpos luteos por tratamiento y tiempo
de evaluacion se analizaron mediante la prue-
ba de Shapiro Wilk y Kolmogorov-Smirnov.
Se utilizo el analisis de varianza para detec-
tar diferencias en el didmetro de los foliculos
iniciales antes de la induccion de ovulacion y
para determinar la susceptibilidad del cuerpo
luteo al tratamiento con base a su diametro, y
en caso de diferencias significativas se hizo
la prueba de diferencias multiples de
Bonferroni. La relacion entre la tasa de ovu-
lacion entre tratamientos se evalud con la
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Cuadro 1. Susceptibilidad del cuerpo lateo (promedio * desviacion estandar; mm),
formado por accidon del plasma seminal, a la PGF,, en funcién al tiempo de

evaluacion
‘ZEIII%CF‘ZXH 0h 24 h 48 h
4 8.63+1.51 10.87 + 126 11.13+1.55°
5 9.38+1.85 10.13  1.36° 11.63 £ 1.69*
6 1125 +0.89 9.50 + 1.20° 7.88+ 125°
7 12.50 + 1.31 9.50 + 1.31° 8.00+ 0.76
8 12.00 +0.93 975 +0.71° 7.50+ 0.76°

b Superindices diferentes dentro de columnas indican diferencia significativa (p<0.05)

Cuadro 2. Susceptibilidad del cuerpo luteo (promedio + desviacion estandar; mm),
formado por accion de acetato de buserelina, a la PGF,, en funcion al tiempo de

evaluacion
Izlzlgécﬁin 0h 24 h 48 h
4 9.13+1.26 10.00 + 0.76" 11.50 £ 1.60°
5 9.14+2.04 11.00 + 0.58° 11.14 +2.04°
6 1138 £0.74 9.50 + 0.93" 7.88 + 0.64°
7 11.88 +1.81 9.75 + 1.04° 8.00 + 0.93°
8 11.14 £ 0.90 9.57 +1.13" 771+ 0.76°

b Superindices diferentes dentro de columnas indican diferencia significativa (p<0.05)

prueba de Chi cuadrado. Todos los analisis
fueron realizados con un nivel de confianza
de 95%, empleando el programa estadistico
STATA 12.0 (Stata Corp).

RESULTADOS

El diametro de los foliculos iniciales que
fueron inducidos con plasma seminal fue de
9.42+ 1.33 yaquellos con GnRH fue de 9.23
+1.29 (p=0.49). La tasa de ovulacion fue de
97.9% (47/48) y 93.8% (45/48) para plasma
seminal y GnRH, respectivamente, y sin di-
ferencia estadistica.
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En los cuadros 1 y 2 se muestra el ta-
maio promedio de los cuerpos luteos en di-
ferentes momentos posinduccion de la ovu-
lacion con plasma seminal y GnRH, respecti-
vamente. Se puede observar que a las 48 h,
el tratamiento con PGF, caus6 una reduc-
cion del tamaiio del cuerpo liteo en los ani-
males que se les aplico la prostaglandina en
los dias 6, 7 y 8 de la induccion de ovulacion
en comparacion con los animales tratados los
dias 4y 5, donde el cuerpo luteo no fue afec-
tado.

En el Cuadro 3 se observan los diame-

tros promedio de los cuerpos luteos forma-
dos luego de la induccion de ovulacion en el
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Cuadro 3.
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Diametro del cuerpo luteo (promedio + desviacion estandar; mm) en el grupo
control (sin aplicacion de PGF,,) posinduccion de owvulacion con plasma
seminal o con acetato de buserelina (GnRH)

Dias post PGF;,
4 7 8 10 11 12 14
g;slg‘; 7.0£06 114+19 121412 100+£1.0 90+17 83+18 69+23
GnRH 7.1+15 97+1.5 114+£10 99+09 86+1.1 80+x12 63+1.0
Cuadro 4. Perfiles de progesterona sérica (ng/ml) por efecto de la aplicacion de
prostaglandina F,, en alpacas cuyos cuerpos liteos fueron formados por accién
del plasma seminal de alpaca o por acetato de buserelina (GnRH)
Dias post Plasma seminal GnRH
PGFy, Oh 24h 0h 24 h
4 05+03 1.3£0.5 0.5+£02 23+0.9
5 19+05 6.5+3.8 3.0£20 42+2.4
6 7.6+£3.6 1.8+ 0.7 9.2+2.7 1.6+£0.4
7 10.9+4.4 0.7£0.3 10.1 £3.8 08+0.7
8 94+48 0.3+0.2 6.3+1.6 03+0.2

grupo no tratado con prostaglandina (grupo
control), donde los niveles se incrementan
hasta el dia 8-10 y decaen en el dia 14.

El Cuadro 4 muestra los perfiles de
progesterona y su evaluacion a las 24 horas
de la aplicacion de la PGF, . Las concentra-
ciones séricas fueron menores de 1 ng/ml en
el dia 4 y se incrementaron a partir del dia 5.
Los animales tratados en el dia 7 y 8 con el
analogo de la prostaglandina F, disminuye-
ron sus concentraciones séricas por debajo
de 1 ng/ml a las 24 h, mientras que en los
animales tratados los dias 4 y 5 se observa-
ron incrementos en los niveles de progesterona
a las 24 horas de la aplicacion de PGF, .
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DISCcUSION

El hallazgo del factor inductor de ovula-
cion (FIO) como potente agente luteotropico
en los camélidos sudamericanos sigue
investigandose con el fin de determinar los
mecanismos involucrados causantes de ovu-
lacion, formacion de cuerpo luteo y lutedlisis
(Adams et al., 2005). A la fecha, se ha re-
portado que el FIO es una proteina pertene-
ciente a la familia de la neurotrofina llamada
factor de crecimiento neural § encontrado en
alpacas (Kershaw-Young et al., 2012) y lla-
mas (Ratto et al., 2012), que actta via
sistémica hasta llegar al hipotalamo o hipofisis,
desencadenando el pico preovulatorio de LH
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para la liberacion del ovocito (Panez et al.,
2009; Bogle et al., 2012).

Las tasas de ovulacion en el presente
trabajo para plasma seminal y GnRH fueron
estadisticamente similares, coincidentes con
reportes previos con tasas ovulatorias supe-
riores al 90% (Palian, 2010) en alpacas. Los
resultados reafirman la posibilidad de utilizar
el plasma seminal como tratamiento alterna-
tivo para la induccion de ovulacion en los
camélidos sudamericanos y, de esa forma,
evitar el uso de hormonas sintéticas, en pro-
gramas de inseminacion artificial.

La aplicacion de PGF, en los dias 6, 7
y 8 de la induccioén de la ovulacion fue efec-
tiva en la reduccion del tamaiio del cuerpo
luteo resultante, pero no en los dias 4 y 5.
Esta reduccion del tamafio del cuerpo lateo
coincide con un descenso de los niveles de
progesterona a valores inferiores a 1 ng/ml
enlosdias 7y 8 yanivelesde 1.6 a 1.8 ng/ml
en el dia 6, lo que concuerda con lo reportado
por Bianchi et al. (2012), quienes sefialan que
la inyeccion de cloprostenol sodico en los dias
6y 8 induce una luteolisis efectiva a las 24 h
del tratamiento. El efecto de la accion de la
PGF,_en estos dias puede explicarse por la
sensibilidad del cuerpo luteo y la adquisicion
de los receptores, lo que no ocurre en los dias
previos.

El mayor diametro del cuerpo luteo fue
alcanzado en el dia 8 posinduccion de ovula-
cion en el grupo control (Cuadro 3). Este re-
sultado concuerda con los hallazgos de Adams
et al. (2005) y Ulloa-Leal et al. (2014), dias
en donde, ademas, encuentran la mayor con-
centracion plasmatica de progesterona.

La falta de sensibilidad del cuerpo luteo
en respuesta a la aplicacion del analogo de
PGF,_ en los dias 4 y 5 puede deberse a una
deficiente activacion enzimatica. Los recep-
tores para PGF, a nivel de las c¢lulas luteales
grandes en vacas (Tsai y Wiltbank, 1998) y
ovejas (Juengel et al., 1996) estan presentes
alos 2 dias posteriores a la ovulacion. Arosh
et al. (2004) indicaron que en los primeros
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dias de formacion del cuerpo luteo hay una
disponibilidad limitada de transportadores para
PG y aumento en la expresion de la PGE,, lo
cual corresponde a un efecto luteotropico.
Otro mecanismo propuesto para el periodo
refractario del cuerpo luteo es la falta de pro-
duccion de endotelina-1, que es un péptido
vasoconstrictor mediador de la regresion
luteal (Levy et al., 2000).

Por consiguiente, se puede afirmar se-
gun los resultados obtenidos en el presente
estudio, que la susceptibilidad del cuerpo luteo
a la accion de la prostaglandina F, enla al-
paca ocurre a partir del dia 6 de la induccion
de la ovulacion.
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