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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar el efecto de la copulacion per se
en la ovulacion en alpacas, para ello se utilizaron machos castrados (G1), machos
vasectomizados (G2) e infusion de plasma seminal en el Gtero (G3). El estudio se realiz6 en
época reproductiva (enero a abril) en el Centro Experimental “La Raya” de la Universidad
Nacional del Altiplano - Puno, ubicado en el distrito de Santa Rosa, provincia de Melgar,
region de Puno a una altitud entre 4136 a 5470 m s.n.m. (Chimboya) en sus dos zonas (alta y
baja). Se utilizaron 45 alpacas hembras adultas de la raza Suri, con antecedentes de partos
previos, sin cria (vacias), en celo y con presencia de un foliculo preovulatorio > 7mm de
diametro, verificado mediante ecografia transrectal. Las 45 alpacas hembras fueron
distribuidas aleatoriamente en tres grupos de forma equitativa, G1 (n = 15) fueron las hembras
que recibieron cépula con macho castrado, G2 (n = 15) las que recibieron copula con macho
vasectomizado y G3 (n = 15) recibieron infusién intrauterina de plasma seminal. Para el
empadre en G1 y G2, se utilizaron seis machos adultos con experiencia y libido sexual
manifiesto (3 castrados y 3 vasectomizados respectivamente), la copula efectiva fue por 15
minutos como minimo, y en G3 (no recibieron cépula) se les depositd 3 cc de plasma seminal
en el cuerpo del Utero via inseminacion artificial. La ocurrencia de la ovulacion fue evaluada
al cuarto dia poscopula mediante la receptividad al macho y el séptimo y onceavo dia
poscépula mediante la observacién del cuerpo lGteo a través de la ecografia transrectal de los
ovarios, corroborado con la prueba de la receptividad al macho. Los resultados del
experimento se expresan en porcentaje y se comparan G1 vs G2 y G2 vs G3 mediante la
prueba estadistica del chi cuadrado. A los cuatro dias poscopula se evidencio una ovulacion
de 6.7% solamente G1 (castrado) y 0% en el resto (P>0.05; en G1 vs G2y G2 vs G3). A los
7 dias poscopula la ovulacion encontrada fue G1 = 26.7%, G2 = 93.3% y G3 = 20% donde
G1vs G2y G2 vs G3 son estadisticamente significativos (p < 0.05). Y al dia 11 poscépula el
100% de los animales en los tres grupos retornan al celo (receptivas). Se concluye que el
efecto fisico de la copulacion con macho castrado, como el efecto quimico (B-NFG) de la
infusion de plasma seminal al Gtero mostré una tasa de ovulacion baja, mientras que ambos

efectos (fisico y quimico) en vasectomizados, mejoraron grandemente la ovulacion.

Palabras clave: alpacas, macho castrado, macho vasectomizado, plasma seminal y ovulacion.
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ABSTRACT

The objective of this research work was to evaluate the effect of per se copulation on
ovulation in alpacas, for this purpose, castrated males (G1), vasectomized males (G2) and
seminal plasma infusion in the uterus (G3) were used. The study was carried out in the
reproductive season (January to April) at the Experimental Center "La Raya" of the National
University of the Altiplano - Puno, located in the district of Santa Rosa, Melgar province,
Puno region at an altitude between 4136 a 5470 m asl (Chimboya) in its two zones (high and
low). 45 adult female alpacas of the Suri breed were used, with a history of previous calving,
without calves (empty), in heat and with the presence of a preovulatory follicle > 7mm in
diameter, verified by transrectal ultrasound. The 45 female alpacas were randomly distributed
into three groups equally, G1 (n = 15) were the females that received intercourse with a
neutered male, G2 (n = 15) those that received intercourse with a vasectomized male, and G3
(n = 15) received intrauterine infusion of seminal plasma. For mating in G1 and G2, six adult
males with experience and manifest sexual libido were used (3 castrated and 3 vasectomized
respectively), the effective copulation was for at least 15 minutes, and in G3 (they did not
receive copulation) 3 cc of seminal plasma in the body of the uterus via artificial insemination.
The occurrence of ovulation was evaluated on the fourth post-copula day by means of
receptivity to the male and on the seventh and eleventh post-copula days by observing the
corpus luteum through transrectal ultrasound of the ovaries, corroborated with the male
receptivity test. The results of the experiment are expressed as a percentage and G1 vs G2
and G2 vs G3 are compared using the chi-square test. Four days after copulation, ovulation
of 6.7% was evidenced only in G1 (castrated) and 0% in the rest (P> 0.05; in G1 vs G2 and
G2 vs G3). At 7 days post-copulation the ovulation found was G1 = 26.7%, G2 = 93.3% and
G3 = 20% where G1 vs G2 and G2 vs G3 are statistically significant (p <0.05). And on day
11 post-copulation, 100% of the animals in the three groups return to heat (receptive). It is
concluded that the physical effect of copulation with a castrated male, as well as the chemical
effect (B-NFG) of the infusion of seminal plasma to the uterus showed a low ovulation rate,
while both effects (physical and chemical) in vasectomized patients improved. greatly

ovulation.

Key words: alpacas, castrated male, vasectomized male, seminal plasma and ovulation.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los sistemas de produccion de camélidos sudamericanos CSA de las comunidades
andinas se ubican sobre los 4000 m s.n.m. y la crianza de alpacas representa la actividad
ganadera de mayor importancia econdémica. Dentro de las &reas productivas de esta
especie, la reproduccion esta ligada a la produccién de vellén y de carne, sobre todo si se
desea implementar mejoras en rendimiento productivo y de calidad (Fernandez Baca,

2005).

En La fisiologia reproductiva la alpaca, como los otros CSA, son de ovulacién
inducida por la copula (San Martin et al., 1968) y su proceso reproductivo puede ser
entendido por su habito en su comportamiento sexual y parte del efecto fisiologico, sobre

todo intrinseco, que aln se desconoce.

En el proceso de empadre se observan diferentes manifestaciones del
comportamiento sexual del macho como, el sonido gutural, el movimiento semicircular
del pene alrededor de la vulva para detectar la entrada de la vagina, iniciar la penetracion,
llegar a la cérvix, hasta alcanzar los cuernos uterinos (Novoa y Leyva, 1996; Franco, et
al., 1981), y en el empadre a campo se observa con cierta frecuencia que machos en
copula efectiva son interrumpidos por otros machos a los pocos segundos 0 minutos

(Novoa y Leyva 1996; Fernandez-Baca y Novoa 1968).

Estudios en ovulacién inducida por la copula en alpacas demostrd, que la
penetracion es intrauterina (Franco et al., 1981) y en camellos (Cheng et al., 1985) se
reporta la existencia de un “Factor Inductor de la Ovulacion” en el plasma seminal al ser

aplicado en el Gtero de la camella, el cual fue replicado en alpacas (Rios et al., 1985;

11
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1989) con similares resultados. Ultimos estudios quimicos en el plasma seminal de
alpacas reportan la presencia de un factor de Crecimiento neurotrépico 3, como el factor
responsable de la ovulacion (Ratto et al., 2016); sin embargo, esto no explica la ovulacion
espontanea reportada entre 5 a 20% en algunos estudios (Fernandez-Baca et al., 1970;
Sumar, 1985), de 40% encontrados en hembras expuesto solo al chequeo de celo con
machos cada semana (Leyva, citado por Sumar y Garcia 1986) y el 18% de ovulacion con
la penetracién de 1 a 2 minutos (informacion personal Urviola, JM, trabajo por publicar).

Se hipotetiza que la cépula intrauterina involucra un proceso de estimulo con la
penetracion de la cérvix y la accién de frote continuo de la capa endometrial, sin embargo
se desconoce si estos estimulos son parte del proceso ovulatorio y/o tienen la capacidad

de inducir la ovulacidn; siendo este el propoésito del estudio.
Por consiguiente, se ha planteado los siguientes objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la copulacion per se en la ovulacion en alpacas.

1.2 Objetivo especifico

Evaluar el efecto de la copulacién con macho castrado, macho vasectomizado e

infusion de plasma seminal en el Gtero sobre la ovulacion en alpacas.

12
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1 Anatomia del tracto reproductivo de la alpaca hembra

El tamafio y la forma de los ovarios varian con la edad y con su contenido en
foliculos y cuerpos luteos. Asi, su longitud oscila entre los 5y 12 mm y su peso entre
los 1.9y 2.4 g. (Sato y Montoya, 1990; Sumar, 1985). En las hembras multiparas los
ovarios son ovalados o circulares y aplanados lateralmente, y presentan una
superficie irregular debida a la presencia de numerosos foliculos cuyo didmetro esta
comprendido entre los 3y 5 mm (EI-Wishy, 1992). La presencia de foliculos maduros
y sobre todo de cuerpos luteos le confiere al ovario un aspecto lobulado. Cada ovario
esta rodeado completamente por un largo pliegue del mesosalpinx con forma conica
denominado bursaovarica, cuya porcion apical forma un amplio orificio circular que
comunica con la fimbria del oviducto (Bravo et al., 2000). En hembras adultas,
numerosos foliculos de 2 a 5 mm pueden ser observados en la superficie ovarica. En
animales jovenes no es facil su deteccion por palpacién rectal, pero por
ultrasonografia son detectados una vez que alcanzan 3 mm. Los foliculos
preovulatorio y cuerpo luteo pueden ser detectados por las 2 vias anteriormente

mencionadas (Adams et al., 1989;Vaughan y Tibary, 2006).

Los oviductos son dos conductos delgados y tortuosos, de 15 a 20 cm de
longitud, que comunican la superficie del ovario con el Utero. Cada oviducto se une
a un cuerno uterino a traveés de un estrecho orificio que forma una papila
protuberante. Esta estructura denominada istmo, actGa como un esfinter para evitar
movimientos retrogrados de los fluidos contenidos en el Gtero (Sumar, 1985). Las

13
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funciones del oviducto son diversas, destacando la captacién del ovocito proveniente
del ovario, el transporte y almacenamiento de los espermatozoides depositados en el
Gtero, proporcionar el ambiente adecuado para que se produzca la fecundacion y el

inicio del desarrollo embrionario (Sato y Montoya, 1990).

El Utero de la alpaca es bicorne, con forma de Y, presentando dos cuernos
uterinos con una longitud media de 7.5 cm y un cuerpo muy corto, en las hembras no
gestantes el 6rgano se localiza en el interior de la pelvis (Sato y Montoya, 1990). El
aparato genital estd suspendido de las paredes abdominales y pélvicas por amplios
ligamentos (Fowler, 1998). El cuerno uterino izquierdo es mas grande que el derecho
desde la etapa fetal y prepuberal (Tibary y Anouassi, 1997) y esta diferencia se
acentlia en las hembras multiparas como consecuencia de que el 98% de las
gestaciones tienen lugar en el cuerno izquierdo (Fernadndez-Baca et al., 1973). Sin
embargo se han reportado tasas de fertilizacion mas altas para la ovulacién del ovario

izquierdo que del ovario derecho en las alpacas (Fernandez-Baca et al., 1970).

La vagina es el canal desde el cérvix hasta la vulva. Tiene una longitud de 7
a 12 cm y un diametro de 1 a 2.5 cm. La mucosa presenta ligeros pliegues
longitudinales. EI férnix vaginal es de 0.5 a 1 cm de profundidad se proyecta hacia
la porcion vaginal del utero (Bustinza, 2001). EI himen o sus restos, marcan la
separacion entre la vagina y la vulva. La longitud de la vulva es de unos 3 cm vy el

clitoris es muy pequefio (Bravo et al., 2000).

14
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2.2 Fisiologia reproductiva de la alpaca hembra

2.2.1 Desarrollo Folicular

Las hembras de las especies domesticas nacen con un numero
determinado de ovocitos, gran parte de los cuales sufriran atresia y nunca seran
ovulados. A lo largo de la vida de la hembra, los foliculos primordiales
permanecen en un estado de reposo y cada cierto tiempo algunos son
seleccionados para desarrollarse. La onda folicular es un proceso continuo que
culmina ya sea con la ovulacion del foliculo maduro o con la regresion del

mismo (Galina y Valencia, 2008).

En el crecimiento folicular intervienen la proliferacion y la
diferenciacion de células de la teca y de la granulosa, lo que finalmente causa
un incremento en la capacidad de los foliculos de producir estradiol y de
reaccionar gonadotropinas. La produccion de estradiol determina cual foliculo
adquirira los receptores de la hormona luteinizante (LH) necesarios para la
ovulacion y luteinizacion. Las perturbaciones en la respuesta de la granulosa y
teca a las sefiales gonadotropicas interrumpen el crecimiento folicular e inician

la atresia (Hafez y Hafez, 2000).

2.2.2 Ondas Foliculares
Al igual que en las demas especies, los Camélidos Sudamericanos
muestran oleadas de crecimiento folicular de manera continua, pero difieren en
el hecho que en ausencia de copula no se produce la ovulacion ni la formacion
de un cuerpo luteo, en su lugar al final de la oleada de crecimiento se produce

la atresia del foliculo dominante (Sumar, 2000).

15
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El foliculo dominante tiene tres fases o estadios de desarrollo: fase de
crecimiento, fase de madurez, momento en el que se alcanza el diametro de
foliculo preovulatorio (7 — 12 mm), y la fase de regresion, siendo la duracién

media de cada una de ellas de 4 dias en la alpaca (Bravo y Sumar, 1989).

El desarrollo de la onda folicular en alpacas se da de manera alterna en
ambos ovarios, esto se comprueba con la presencia de foliculo dominante en
ambos ovarios en un 85% de casos (Bravo y Sumar, 1989; Fernandez-Baca,
1993), en donde uno de los ovarios presenta foliculos de tamafio ovulatorio
mientras que en el otro van creciendo otros foliculos que répidamente
adquirirdn el tamafio ovulatorio cuando en el anterior se vuelven atrésicos
(Ferndndez-Baca, 1993; Bravo, 1990), explicAndose los largos periodos de
aceptacion de la hembra frente al macho. La receptividad se observa cuando el
foliculo tiene diametros > 6 mm (Bravo & Sumar, 1989). Pero otros indican no
siempre se produce alternancia entre ambos ovarios de una oleada a otra

(Adams et al., 1990; Vaughan et al., 2004).

El intervalo entre la emergencia de dos oleadas de crecimiento folicular
consecutivas difiere en las distintas especies de camélidos siendo de 12 a 16
dias en alpacas (Vaughan et al., 2004), 18 dias en llamas (Adams et al., 1990).
Sin embargo, otros autores observaron que el intervalo entre la presencia de
dos foliculos dominantes sucesivos erade 11 - 12 dias tanto en alpacas y llamas
(Bravo y Sumar, 1989). La duracion del intervalo entre dos oleadas podria
variar con la localizacion geografica, la estacion del afio, la situacion
fisiolégica de la hembra, el método de examen y el nimero de animales

incluidos en el disefio experimental (Adams et al., 1990).
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2.2.3 Endocrinologia del Desarrollo Folicular

La actividad de los ovarios esta regulada por la interaccion de
mecanismos endocrinos sistémicos y factores locales paracrino — autocrinas
(Hafez y Hafez, 2000). El hipotalamo libera Hormona Gonadotropina (GnRH).
que, de acuerdo al patrdn de secrecién, produce los mecanismos moleculares
necesarios para la liberacion de FSH (Hormona Foliculo Estimulante) y
Hormona Luteinizante (LH) de la hipdfisis, sin embargo, el crecimiento del
foliculo hasta la etapa de formacion del antro no es estrictamente dependiente

de la gonadotropina (Hafez y Hafez, 2000; Gigli et al., 2006).

Luego de ser secretado la GnRH es acumulada en el hipotdlamo basal
medio, y proporciona un enlace humoral entre los sistemas neuronal y
endocrino, hasta que se produzca la despolarizacion neural y se libera pulsos
de GnRH hacia el sistema portal hipofisiario para la liberacién de la hormona
foliculo estimulante (FSH) y LH de la hip6fisis anterior (Hafez y Hafez, 2000;

Gigli et al., 2006).

La actividad folicular se divide en dos etapas diferentes, la primera se
denomina activacion inicial y la segunda activacién de los foliculos antrales.
La inicial, abarca la diferenciacion de los foliculos primordiales hasta foliculos
primarios, tanto la activacion inicial como el crecimiento hasta formacién del
antro es gonadotréfico independiente, es decir que no depende de las
concentraciones séricas de FSH y LH (Gigli et al., 2006). Aun no sé ha podido

determinar cuél o cuéles son los mecanismos que determinan el momento
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preciso en que un grupo de foliculos comienzan a diferenciarse y a crecer

(Hafez y Hafez, 2000; Gigli et al., 2006).

Los foliculos pre-antrales pueden quedar retenidos en su crecimiento
por largos periodos, hasta que ocurre la segunda activacion denominada de
activacion de foliculos terciarios o antrales, el proceso se divide en tres sucesos
diferentes: reclutamiento (activacién de un grupo de foliculos terciarios),
seleccion (un foliculo se selecciona sobre otros) y dominancia (el foliculo
seleccionado dominante, continta creciendo mientras los otros subordinados
regresionan y se atresian). Es posible que la LH esté involucrada en el proceso
de seleccion, ya que sucesos de desviacidn de tamafio un aumento de LH ocurra
simultdneamente, ademas que el foliculo dominante expresa un mayor nimero

de receptores para LH que los subordinados (Gigli et al., 2006).

Los camélidos no presentan ciclos ciclicos sino, son especies de
ovulacion inducida debido a que sus foliculos ovéaricos no se rompen
espontaneamente, permaneciendo intactos hasta recibir estimulo (San Martin
et al., 1968). La estimulacion coital en estas especies provoca un reflejo
neuroendocrino que activa el centro de la GnRH permitiendo la secrecion

pulsatil de LH y la ovulacion (Arthur, 1991; Fernandez-Baca et al., 1970b).

2.2.4 Ovulacion
Este mecanismo endocrino se refiere a la ruptura o luteinizacion del
foliculo dominante y la salida del ovocito para que sea fecundado. En los
rumiantes se debe al pico preovulatorio de LH formado por una

retroalimentacion positiva por parte del estradiol (E2) a nivel del hipotalamo,
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que estimula a su vez una mayor liberacién de la GnRH hacia la hipofisis, con
lo cual genera mayor liberacién de gonadotropinas. Antes de la ovulacion la
membrana basal del foliculo dominante empieza a desintegrarse, por lo cual
hay una separacion fisica de la teca y granulosa. Finalmente estas células se
reorganizan de tal manera que van a formar las células luteales pequefias y las
células luteales grandes respectivamente formando el cuerpo lGteo, encargado

de la secrecién de progesterona (Senger, 2005).

La copula que usualmente tiene una duracion entre 5 a 65 min y que
estd afectado por la edad, estacion del afio, frecuencia de montas, es
responsable de la ovulacion en los camélidos. Estudios concluyen que el
estimulo de la copula con machos vasectomizados inducen la ovulacion a las
26 horas aproximadamente (San Martin et al., 1968; Fernandez-Baca et al.,
1970b). El mecanismo de ovulacion en los camélidos se inicia con la
intromision del pene durante la copula que por via refleja inicia la ovulacion
desencadenando la secrecion endocrina, que se relaciona con los niveles de LH
y la ovulacion siguiente, donde picos de LH se incrementan a los 15 min,
contindan estos picos hasta las 2 h y declinan 7 h después de la monta (Bravo,

1990).

La induccion de la ovulacion en los camélidos sudamericanos ha sido
estudiada a través de la aplicacion de hormonas exdgenas, que aplicando por
via parenteral de 1000 U.l. de Hormona Corionica Humana (hCG),
determinaron que la ovulacion se produce a las 24 horas pos aplicacion (San
Martin et al., 1968), la aplicacion de 8 ug de buserelina via intramuscular
(Bourke et al., 1992) y de 2 a 5 mg de LH (Taylor et al., 2000), inducen la

ovulacion aproximadamente 30 horas post aplicacion.
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Los diferentes estudios indican que la monta del macho vasectomizado,
aplicacion de GnRH o buserelina, LH producen el 80% de ovulaciones (San
Martin et al., 1968; Fernandez-Baca et al., 1970b; Bourke et al., 1992; Taylor
et al., 2000) y la aplicacion de plasma seminal por via intrauterina o parenteral

producen la ovulacion entre el 90 a 100% de ovulaciones (Ratto, 2005).

El cuerpo lGteo se desarrolla 3 a 4 dias después de la induccion de la
ovulacion por la monta del macho, este cuerpo lGteo comienza secretar
progesterona (Smith et al., 1994). Si no ocurre la concepcidn, prostaglandinas
son liberadas del utero e induce la regresion del cuerpo lateo 10 a 12 dias

después de la monta (Adams et al., 1990; Bravo, 1990).

Debido a que los camélidos sudamericanos son clasificados como
ovuladores inducidos, las hembras requieren de un estimulo fisico como la
copula (San Martin et al., 1968) o la administracion de hormonas con actividad
semejante a la LH para la ovulacién. Se evaluo el efecto de diferentes estimulos
de monta para la induccién de ovulacion en alpacas encontrando que la tasa de
ovulacion fue baja en las hembras que fueron montadas por otras hembras o
aquellas montadas sin copulacién y no hubo diferencia significativa de aquellas
hembras que no recibieron ningun estimulo. Las hembras que fueron
empadradas por un macho entero o vasectomizado ovularon en un 77 - 82%,
indicando que la monta y la introduccion del pene son necesarias para brindar

una adecuada estimulacion para la ovulacion. (Fernandez-Baca, et al., 1970b).

En alpacas y llamas se determinoé que el foliculo dominante >7 mm es
el tamafio minimo para que ocurra ovulacién. Cuando se vio foliculos pequefios

(4 a6 mm) hubo un incremento ligero en los niveles plasmaticos de LH (29.1
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ng/mL/h) luego de la cépula, pero no ovularon. Los foliculos en fase de
crecimiento, estatica y regresion (7 - 12 mm) tuvieron una mejor descarga de
LH (62.4, 55.1, 63,7 ng/mL/h respectivamente). Ademas, se determind que las
Ilamas tengan mayor liberacion de LH post-copula comparado con la alpaca.
Por el contrario, las concentraciones de FSH no fue afectado por la copula que
tuvo un promedio de 0.96 ng/mL en niveles plasmaticos. Otro dato de este
experimento fue que los foliculos que estaban en regresion llegaron a
luteinizarse, mas no ovular. Esta estructura luteal formada tuvo una vida media
de 5 dias, por lo tanto, hubo un retraso del inicio de un nuevo foliculo

dominante de 5 a 7 dias (Bravo et al., 1991).

La elevacion de los niveles de estradiol asociada al crecimiento
folicular no es suficiente, como en los rumiantes, para provocar la descarga
preovulatoria de LH. En camélidos sudamericanos, es la estimulacion
producida por el coito la que inicia el proceso de descarga de LH. Es asi que
las concentraciones de estradiol no varian durante las 18 horas posteriores a la
copula, tienden a declinar a las 22 horas y son significativamente menores

alrededor de las 48 horas después de la copula (Bravo et al., 1990).

El intervalo entre la copula y la ovulacion es aproximadamente de 30 h
(rango de 24 a 48 h) en la alpaca y la llama (Adams y Ratto, 2001; Huanca et
al., 2001; San Martin et al., 1968). Adams et al., (1990) observaron que el
intervalo entre la copula y la ovulacion es bastante constante en las llamas, de
tal forma que el 96% de los animales ovularon en el transcurso del segundo dia
posterior al coito y solamente un 4% lo hizo en el tercer dia. No se ha observado
ninguna influencia del tamafio del foliculo dominante en el intervalo cépula-

ovulacion (Adams et al., 1990; Sumar et al., 1993). Sin embargo, se ha
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comprobado que la velocidad de crecimiento del foliculo dominante desde la
monta hasta la ovulacion depende del tamafio del mismo. Cuando su diametro
estaba comprendido entre 7 y 9 mm su crecimiento fue de 0,6 a 1 mm/dia,
mientras que los foliculos con un didmetro entre 10 y 12 mm solamente crecian

0.2 mm/dia (Adams et al., 1990).

Durante los primeros dias posteriores a la ovulacion, las hembras
pueden mostrar celo debido probablemente a que los niveles de progesterona
secretados no son suficientes para ejercer un efecto inhibitorio en el eje

hipotalamo — hipofisiario (Leyvay Garcia, 1999).

Se han reportado ovulaciones espontaneas de 5%, siendo mas
frecuentes durante el postparto. No se conoce el mecanismo por el cual se
producen, pero se mencionan como los estimulos fisicos, auditivos, olfatorios

0 visuales causantes de dicho fendmeno (Fernandez-Baca, et al., 1970b).

En la alpaca hembra, la tasa de ovulacion depende de la dosis y el sitio
de depésito del plasma seminal (Ratto et al., 2005; Adams et al., 2016). De
hecho, la tasa de ovulacién es del 0% después de una infusion de 1 mL en el
cuerpo uterino (41% después de una infusion de 2 mL en las astas uterinas;
67% si se realiza un legrado endometrial antes del depdsito intrauterino y 93%
después de una inyeccion intramuscular). Estos hallazgos sugieren que la
mucosa genital puede prevenir la absorcion de B-NGF. En este sentido, la
copula en alpacas y llamas es un evento de 30 a 50 minutos de duracion con
una eyaculacién intrauterina que sugiere que en el apareamiento natural, la
absorcion de B-NGF del plasma seminal probablemente se ve facilitada por la

hiperemia del endometrio excoriado que resulta de la abrasién repetida del pene
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2.2.5

(Ratto et al., 2005; San-Martin et al., 1968; Bravo et al., 1990; Bravo et al.,

1996).

Factor Inductor de Ovulacién (FI10O)

Estudios recientes en llamas, alpacas (Ratto et al., 2005; Adams et al.,
2005; Ratto et al., 2010), y camellos bactrianos (Pan et al., 2001) han
documentado la presencia de un factor inductor de la ovulacién (OIF) en el
plasma seminal. El factor ha sido aislado y purificado del plasma seminal de
llama y alpaca y ha sido identificado como Factor de Crecimiento Nervioso (-
NGF). y se ha demostrado que también tiene un efecto luteotréfico por infusion
intrauterina o en Ilamas y alpacas (Silva et al., 2015; Ratto et al., 2005; Ratto

etal., 2016).

El plasma seminal es una secrecién producida por los testiculos y las
glandulas accesorias, en el caso de la alpaca poseen prostata y bulbouretrales.
Esta secrecion se creia que solo era un simple vehiculo de los espermatozoides.
Sin embargo, se afirma que las proteinas, factores de crecimiento, hormonas y
citocinas presentes en el plasma seminal pueden regular funciones importantes
en los espermatozoides y en el sistema reproductor femenino (Juyena y

Stelletta, 2012).

En china se realizd un estudio con camellos bactrianos en donde
evidenciaron ovulacion inducida en un 87% por el depdsito de semen en la
vagina en ausencia del macho, por lo tanto, concluyeron que existe un factor
desconocido en el semen de los camellos bactrianos responsable de la
ovulacion y que no era necesario un estimulo mecanico como la monta (Chen

etal., 1985). Rios et al., (1989) insemind intravaginalmente, depositando 2 mL
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de semen de toro, 2 mL de semen de alpaca y 2 mL de plasma, induciendo la
ovulacion en un 53%, 66.7% y 7.6% respectivamente. También se encontrd
una tasa ovulatoria de 7.6% con plasma seminal de machos vasectomizados
que sugirié la existencia de un factor inductor de la ovulacion en el semen de
alpaca y toro mas no en el plasma seminal de machos vasectomizados, pero si

probablemente en el plasma seminal de machos enteros.

Paolicchi et al (1999) utilizaron el plasma seminal de alpaca para ver
su efecto in vitro en células de la pituitaria de ratones y sugieren que algunos
factores en el plasma seminal contribuyen a la liberacion de LH. Ademas,
mencionaron que dicho factor es una molécula diferente a la GnRH, porque al
agregar anticuerpos anti - GnRH no modificé la secrecion de LH. Bogle et al
(2012) llegaron a similares conclusiones debido a que trabajaron con células
de pituitaria de Ilama in vitro y afirmaron que el FIO ejerce un efecto directo
en las gonadotrofas de la pituitaria. Sin embargo, otro trabajo in vivo en llamas
busco determinar si el efecto del FIO en la secrecion de LH es mediada por la
estimulacion del hipotalamo o la hipofisis utilizando un antagonista de la
GnRH (acetato de cetrorelix), resultando en una inhibicion del pico
preovulatorio de LH. Por lo tanto, se afirma que la accion del FIO es modulada
de una manera directa o indirecta en las neuronas de la GnRH en el hipotdlamo

(Silvaetal., 2011).

El plasma seminal tiene una actividad bioldgica luteotrdpica potente
porque provoca una secreciéon plasmatica de LH significativamente mayor
comparado con animales inducidos a ovulacion con GnRH (> 8h y 5.5h
respectivamente), formando un cuerpo lGteo de mayor tamafio y duplicando la

secrecion de progesterona (Adams et al., 2005). Estos resultados concuerdan
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con Palian (2010) donde muestra el tamafio del cuerpo luteo en el dia 8 post-
tratamiento, encontrando diferencias estadisticas entre los tratados con plasma
seminal y GnRH (15.2 + 1.1mm y 12.6 + 2.1mm respectivamente). Estos
resultados sustentan porque se obtuvo mayor tasa de concepcion en animales
tratados con plasma seminal en comparacion con GnRH, ya que una mayor
secrecion de progesterona podria contribuir a mejorar el ambiente uterino del

embridn.

Ratto et al (2005) y Panez et al (2009) evaluaron si el FIO ejerce su
efecto via local o sistémica y si el sangrado a nivel uterino mejora la respuesta
ovulatoria. Los resultados obtenidos fueron que su accion es via sistémica, ya
que se aplico 2 ml de plasma seminal a nivel intramuscular y se compard
cuando se administra via intrauterina, obteniendo tasas de ovulacion de 93% y
41% respectivamente. Ademas, se realiz6 un curataje por 3 minutos de la
mucosa uterina para simular el estimulo fisico del macho al momento del
empadre y se administré plasma seminal a nivel uterino, obteniendo tasas de
ovulacion superiores (67%) en comparacion con la ausencia de curataje. Se
entiende que la copulacién por ser un estimulo fisico lleva a un edema,
hiperemia e inflamacion del endometrio, con lo cual facilita la absorcion del

FIO (Bravo et al., 1996).

Estudios realizados por Ratto et al (2010) determinaron que el FIO
presente en el plasma seminal de llamas, tenia un componente proteico con una
masa molecular de > 30 kDa, con una gran capacidad de resistencia a la accion
térmicay a la digestién enzimatica con proteinasa K, ademas mencionaron que
no era ni un esteroide, prostaglandina ni molécula similar a la GnRH. Una

posterior investigacién utilizé cromatografia liquida para aislar y purificar las
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fracciones proteicas del plasma seminal de llamas, responsable del efecto
ovulatorio en el eyaculado. Se encontr6 que el FIO es una molécula proteica de
14 kDa que provoca el pico preovulatorio de LH seguido de ovulacién y

formacion del cuerpo luteo en llamas (Ratto et al., 2011).

Se realiz6 un estudio para determinar si la dosis del FI1O purificado del
plasma seminal de llama requerida para provocar una respuesta ovulatoria es
fisiolégicamente relevante en términos de la proporcion presente en el
eyaculado normal. Las llamas hembras fueron inyectadas intramuscularmente
con dosis de 500 pg, 250 pg, 125 ug o 60 pg de FIO purificado (representativo
de 1/25 a 1/200 de la cantidad presente del eyaculado normal) y se observo una
alta incidencia de ovulacion, cuerpos luteos de mayor tamafio y altas
concentraciones de progesterona en los animales tratados con dosis de 500 pg.
La minima dosis efectiva usada en el estudio fue de 125 pg de OIF purificado,

equivalente a 1/100 de un eyaculado normal (Tanco et al., 2011).

El factor inductor de ovulacién presente en el plasma seminal de los
mamiferos se encuentra en diferentes concentraciones. Es por eso que estudios
previos determinaron que en los toros (Ratto et al., 2006), caballos y cerdos
(Bogle et al., 2011) y conejos (Silva et al., 2011) inducen ovulacién en 26%,
29%, 18% y 100% respectivamente, en llamas utilizadas en bioensayos. Por lo
que se afirma que la concentracion del FIO en animales de ovulacién inducida,
como los camélidos y conejos, es mucho mayor o ejerce una mayor potencia

en comparacion con animales de ovulacion espontanea.

Kershaw-Young et al (2012) y Ratto et al (2012) trabajaron en alpacas

y llamas, respectivamente y lograron identificar al factor inductor de ovulacion
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como una proteina de 13.2 KDa con 12-23 aminoacidos, lo cual es compatible
con la neurotrofina conocida como Factor de Crecimiento Neural  (B-NGF).
Este factor es la proteina mas abundante en el plasma seminal de alpacas. El
contenido proteico total en el plasma seminal de alpacas es de 40 mg/mL
(Garnicaetal., 1993). En llamas cada eyaculado contiene aproximadamente 12
mg de FIO (Tanco et al., 2011), por lo cual el NGF-§ contribuye al 15 - 30%

de la proteina total en el plasma de camélidos sudamericanos.

2.2.6 Cuerpo luteo

Una vez producida la ovulacion las células que formaban el foliculo se
transforman para formar el cuerpo luteo y en lugar de estrégeno produciran
progesterona. El pico de LH es responsable también del cambio celular: las
células de la teca se luteinizan para dar lugar a las células luteales pequefias y
las células de la granulosa se hipertrofian dando lugar a las células luteales
grandes (Hafez y Hafez, 2000). EI cuerpo luteo se puede apreciar 4 dias
después de la ovulacién a través de ecografia tras rectal y se observard como
una estructura de ecogenicidad media con una zona central muy ecogénica.
Algunos cuerpos luteos presentan una cavidad central (antro), no ecogénica,
repleta de liquido cuyo diametro oscila entre 3 a 8 mm (Adams et al., 1991b).
El cuerpo luteo producira progesterona cuyos niveles se incrementaran de 4 a
6 dias después de la monta (Aba et al., 1995; Sumar y Garcia, 1986), y
alcanzara su diametro maximo (10 a 12 mm) 8 dias después del coito, en ese
tiempo también logrard su maxima produccion de progesterona: 4,5 ng/mi
aproximadamente (Aba et al., 1995; Adams et al., 1991a). De no haber
gestacion el cuerpo luteo empezara a regresionar 8 6 9 dias después de la

copula, reduciéndose su tamafio a la mitad a los 12 dias pos cOpula, a su vez la
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produccién de progesterona va disminuyendo, alcanzando sus niveles mas
bajos 14 o 15 dias después de la monta (Adams et al., 1989; 1990; Fernandez-
Baca et al., 1970a; Sumar y Bravo, 1991), y en este caso, las hembras vuelven
a mostrar receptividad sexual 12 a 14 dias después de la Gltima cépula. De

haber prefiez el cuerpo lUteo se mantiene durante toda la gestacion.

La capacidad secretora del cuerpo lUteo es directamente proporcional a
los niveles plasmaticos de progesterona o los niveles urinarios de glucoronato
de pregnanodiol, ya que se ha comprobado que los cambios en las
concentraciones de ambas sustancias son paralelos a las variaciones en el
tamafio del cuerpo luteo (England et al., 1969; Fernandez-Baca et al., 1970a).
Niveles séricos de progesterona superiores a 0,32 ng/mL (1nmol/l) indican la
existencia de un cuerpo lateo funcional (Sumar et al., 1988), sin embargo,
Adams et al.,(1991b), propone que para poder afirmar esto, es necesario

encontrar concentraciones séricas mayores a 2 ng/mL (6,4 nmol/l).

La presencia de un cuerpo luteo funcional no interrumpe el crecimiento
de un nuevo foliculo dominante, pero el elevado nivel circulante de
progesterona reduce el crecimiento folicular, asi tenemos que, en presencia de
cuerpo luteo, el nimero de foliculos en crecimiento y el didmetro maximo del
foliculo dominante se ve reducido, sin embargo, el intervalo entre oleadas no

sufre ninguna modificacion (Adams et al., 1990).

2.2.7 Luteolisis
Se define al evento fisioldgico por el cual desaparece el cuerpo ldteo,
donde ocurre 2 eventos casi simultdneamente y son: la disminucién en la

produccion de progesterona, considerado una luteolisis funcional, y la
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involucion del cuerpo luteo, considerado una lutedlisis estructural. Esta
disminucion en la produccion de progesterona se debe a la disminucion del
flujo sanguineo y disminucion de la capacidad esteroidogénicas de las células

luteales (Niswender et al., 2000).

La prostaglandina F2a (PGF2a) es el principal agente luteolitico en los
rumiantes causante de la regresion del cuerpo lUteo. Esta hormona es secretada
de una manera pulsatil en alpacas no prefiadas desde el endometrio hacia la
circulacién sistémica a través de las venas uterinas (Aba et al., 2000). Ademas,
se observé un hecho peculiar en los camélidos, en la cual la actividad luteolitica
en el cuerno uterino derecho es local y afecta solamente al cuerpo luteo
ipsilateral, mientras que el cuerno uterino izquierdo tiene un efecto local y
sistémico, afectado el cuerpo luteo de ambos ovarios (Ferndndez-Baca et al.,
1979). Esta diferencia en la actividad luteolitica puede explicarse por una
diferencia en la anatomia vascular del Utero, ovarios y oviductos, donde se
observo que en el 90% de las hembras la arteria uterina derecha es mas gruesa
y presenta ramificaciones que irrigan el cuerno izquierdo, mientras que la vena
uterina izquierda presenta un diametro superior. Ello ha llevado a sospechar de
la existencia de conexiones arterio-venosas que permiten al cuerno izquierdo

influir sobre la actividad funcional del ovario derecho (Del Campo et al., 1996).

2.3 Anatomia del aparato reproductor de la alpaca macho

delgado y no se expande durante la ereccion. Presenta la forma de una

El pene es de tipo fibroelastico, mide de 35 a 40 cm de largo, es relativamente

(14l
S

o flexura

sigmoidea (Smith et al., 1994). EIl glande del pene es largo (9 — 12 cm), y su punta

presenta una proyeccion cartilaginosa, con una ligera rotacion hacia la derecha. La

desembocadura de la uretra se encuentra al costado de la estructura cartilaginosa. La
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curvatura natural del proceso cartilaginoso del pene del camélido permite la

penetracion de los anillos cervicales (Johnson, 1989).

El forro prepucial es de forma triangular con el orificio dirigido hacia atras, por
lo cual, la miccion se efectlia en dicha direccion, en posicion similar a la de la hembra.
El prepucio se adhiere al glande del pene hasta los 2 6 3 afios de edad haciendo
imposible la protrusién del pene en animales jovenes (Fowler, 1998). El prepucio
tiene bien desarrollado el aparato muscular, conformado por los musculos craneal,
lateral y caudal los cuales durante la ereccidn, permiten proyectar el pene bajo el

vientre, como ocurre en otros rumiantes (Tibary y Anouassi, 1997).

Los testiculos son 6rganos pares, de forma ovoide. Se encuentran en las bolsas
escrotales localizadas en la regién perineal a nivel del arco isquiatico y no son
pendulantes (Sumar, 1985); ambos testiculos por lo general tienen el mismo tamafio.
En la alpaca adulta, el peso promedio es de 18 g y mide de 3,5 a 4,5 cm de largo por

2 a 3 cm de ancho (Novoay Leyva, 1996).

Macroscopicamente, el epididimo presenta tres porciones bien diferenciadas:
la cabeza, relativamente voluminosa, que se inserta en la parte posterior del testiculo;
la porcion intermedia o cuerpo, de forma aplanada, y la cola o porcion terminal. La
parte posterior, préxima a la uretra, muestra cierto engrosamiento. La longitud total

del conducto es de 40 cm (Novoa y Leyva, 1996).

Los espermatozoides son producidos en los testiculos, pero su maduracién se
realiza en la cabeza y el cuerpo del epididimo, mientras que su almacenamiento se

produce en la cola (Bearden y Fuquay, 1982).

Las alpacas y llamas presentan dos glandulas accesorias: la prostata y las
glandulas bulbo uretrales. La préstata esta ubicada dorsalmente al cuello de la vejiga

30

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

y es normalmente descrita como una pequefia glandula en forma de H (3 cm x 3cm
x 2 ¢cm). Consta de un cuerpo con dos Iébulos unidos entre si, que estan préximos al
primer segmento de la uretra; presenta adicionalmente, una porcién diseminada que
penetra en el musculo uretral. Las glandulas bulbo uretrales son pares, de forma
ovoide, y estan ubicadas a 7 u 8 cm de la préstata y lateralmente a la uretra, en la
salida pélvica. Cada glandula tiene un promedio de 2 cm de diametro (Tibary y

Anouassi, 1997).

Las glandulas sexuales accesorias de la llama estan constituidas por la prostata
y las glandulas bulbouretrales, en los camélidos no hay glandulas vesiculares o

vesiculas seminales (Bravo et al., 2000)

El testiculo esta constituido basicamente por los tubulos seminiferos en los que
se encuentran las células de Sertoli y las células de la linea germinal, y por el tejido
intersticial donde se encuentran las células de Leydig productoras de testosterona. Su
desarrollo esté ligado tanto a la produccién de espermatozoides y de testosterona por
el mismo, como el desarrollo del mismo animal. La testosterona es una hormona
esteroide producida por las células Leydig del testiculo bajo el estimulo de la
gonadotropina hipofisaria LH. Sus funciones son promover el crecimiento, desarrollo
y actividad secretora de los 6rganos sexuales accesorios como: proéstata, glandulas
vesiculares, glandulas bulbouretrales, conducto deferente y genitales externos (pene
y escroto), asi como estimular las Gltimas etapas de la espermatogénesis y prolongar

la vida de los espermatozoides en el epididimo (Mortimer y Lincoln, 1982).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 Ambito experimental

El presente estudio se realizo durante los meses de enero a abril del 2018, en el
Centro Experimental (C.E.) “La Raya” de la Universidad Nacional del Altiplano -
Puno, ubicado en el distrito de Santa Rosa, provincia de Melgar, regién de Puno,
ubicado en el kilometro 202 de la carretera Puno — Cusco a una altitud entre 4 136 m
s.n.m. (Araranca) y los 5 470 m s.n.m. (Chimboya) en sus dos zonas (alta y baja),
entre las coordenadas geograficas de 14° 13"33"" latitud sur y a 70° 57°12"" longitud
oeste. El clima que presenta esta zona es variado, registrandose temperaturas de 14.16
°C como méaximo en los meses de octubre y noviembre, y una minima de -14.88 °C
esto en los meses de junio y julio, siendo la temperatura media de 6.20 °C y una
precipitacion pluvial de 525.7 mm con alta evaporacion promedio anual (SENAMHI,

2012).

3.2 Material experimental

3.2.1 Animales

Del nucleo de reproductores del C.E. La Raya, se seleccionaron seis machos
adultos que hayan participado en campafias de empadre anteriores (con experiencia
y buena libido “dominantes™), con capacidad reproductiva comprobada a través de
su registro. Un mes antes del empadre a todos se evalud su comportamiento sexual
y se les examino clinicamente la sanidad de los 6rganos reproductores. De los seis
machos, tres fueron castrados y tres vasectomizados y antes del inicio del
experimento se comprobd en varias ocasiones su libido sexual y la ausencia de

espermatozoides en el plasma seminal obtenido por electro eyaculacion.

32

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Se seleccionaron de manera aleatoria 45 hembras de la raza Suri
adultas, con antecedentes de partos previos, sin cria (vacias) al pie y sin
problemas reproductivos aparentes, y en celo con presencia de un foliculo

preovulatorio > 7mm de didmetro verificado mediante ecografia transrectal.

3.3 Instalaciones materiales y equipos

3.3.1 Instalaciones:
Canchas de pastoreo: Se conto con potreros destinados tanto para machos como
hembras, bajo pastoreo extensivo y su alimentacion con pasturas naturales.
Box o cubiles de empadre: Se utiliz6 paneles metélicos, armando 8 boxes (6 x
3m cada uno) y un pasaje entre ellos para la circulacion y movimiento de los
animales durante el empadre. Se utilizaron los siguientes materiales: Paneles de
metal, alambres, estacas de maderas, combo, alicates, etc.
Brete para ecografia: Para realizar las ecografias, se adecué el brete de pesaje
del galpdn de esquila del Centro Experimental para este fin.
Laboratorio de Reproduccion: Se adaptd el laboratorio de reproduccion del C.E.
La Raya para realizar la vasectomia y la castracién, asi como la obtencion de
plasma seminal por electro eyaculacion de los machos y su evaluacion. Todas las
instalaciones estuvieron cercanas al caserio del Centro experimental.

3.3.2 Materiales y equipos

Para la castracion y vasectomia, Se utilizé una mesa adaptada para la cirugia,
equipo de cirugia, sogas para sujecion, anestésico y tranquilizante (Ketamina,
Lidocaina al 2%, Xilacina), antibiotico (Estreptomicina-penicilina), solucién para
asepsia, algodon, catgut, guantes quirdrgicos, etc. Para el empadre, en la

identificacion de los animales se utilizd pintura esmalte de varios colores y
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nimeros metalicos (marcadores), y para el registro de los datos del empadre se
uso libreta de campo, cronémetro.

Para la evaluacion del fluido del eyaculado (plasma seminal) y su
conservacion, se utilizé un electroeyaculador (Minitube), microscopio (LEICA
DM 2000), platina con regulador de temperatura (LT), bafio Maria en seco (South
west Science), micropipeta de 10 a 100ul (BOECO), laminas porta y cubre
objetos, refrigerador-congelador, tubos falcon, colorante eosina — nigrosina.
Para la inseminacion artificial, se utiliz6 un proctoscopio de uso humano,
adaptado con fuente de luz, como espéculo vaginal, pipetas de inseminacion,
jeringa, tubos falcon, guantes obstétricos.

Para la evaluacion ecogréfica de foliculos pre ovulatorios y cuerpo luteo, Se
utilizé el Ecografo (Madison) con transductor de 5 MHz, guantes de palpacion

rectal u obstétricos, guantes exploracion, gel para ecografia, papel toalla.
3.4 Metodologia experimental.

3.4.1 Disefio experimental
Una vez evaluados los machos (vasectomizados y castrados), se obtuvo
plasma seminal por electro eyaculacion, verificado y detectado el celo en las
hembras (con foliculo preovulatorio > a 7mm) mediante receptividad al macho;
las 45 hembras fueron distribuidas aleatoriamente en forma equitativa (n=15) de

acuerdo al tipo de copulacion en el siguiente disefio experimental.

Tabla 1. Distribucién de alpacas hembras segun grupo experimental

Grupo Tratamiento N° de Animales
Gl Copula con Macho castrado 15
G2 Copula con Macho vasectomizado 15
G3 Sin cépula + 1A con Plasma seminal 15
34
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Grupos Empadre
Copula castrado
!
Gl@-15) kF-=-—-=----- F------ ------ 1
Copula vasectomizado
1
G2n=15) kF-------- F-=-=---- ------ 1
Inseminacion artificial
1
G3(n=15 f—-—=-=-===-=- F--=-=-=-- --=-=--- i
Dias post servicio 0 4 7 11
Receptividad sexual 1 1 T 1
(celo)
Ecografia 1 T 1
(ovulacion - C. hiteo)

Figura 1. Disefio experimental

En los grupos G1 y G2 cada hembra recibio6 copula efectiva por 15 minutos
como minimo de machos castrados y vasectomizados respectivamente. G2 fue el
referente de comparacion de G1. Las hembras de G3 no recibieron copulay a cada
una se le depositd 3cc de plasma seminal en el cuerpo del utero via infusion

(inseminaciodn artificial) y fue el referente de comparacion de G2.

3.4.2 Obtencion del plasma seminal
El plasma seminal fue obtenido a partir de los 3 machos vasectomizados
mediante electro eyaculacion (Giuliano et al., 2008), la coleccién fue realizado
dos o tres veces por semana durante un mes antes del inicio del experimento;
obteniendo un volumen aproximado de 50 mL de eyaculado. El plasma seminal
se almacend en tubos Falcon de 15 y 30mL para luego ser llevado a congelacion

a—20 °C hasta su uso.
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3.4.3 Prueba de receptividad y evaluacién ecografica para detectar celo
Las hembras seleccionadas en celo, con presencia de foliculos >7mm
verificado ecograficamente, fueron distribuidas equitativamente (n=15) a cada
grupo experimental segin corresponda.
3.4.4 Copulacion 6 Infusion de plasma seminal (Inseminacion Artificial)
Copulacion. - Comprobado el celo y la presencia del foliculo preovulatorio,
se expuso la hembra al macho (castrado o vasectomizado), para la copula
respectiva segun el grupo experimental, verificandose la penetracion del pene a la

vagina (cépula efectiva), y el tiempo minimo de cépula.

Infusion de plasma seminal (Inseminacion Artificial). - Con la ayuda de un
proctoscopio de uso humano, adaptado con fuente de luz, como espéculo, se ubicd
el cérvix, (‘en Hanzen et al., 2014) y con una pipeta de Inseminacion artificial se

deposito el plasma seminal (3cc) a nivel uterino.

3.4.5 Diagnostico de ovulacion y presencia de cuerpo luteo
La ocurrencia de la ovulacion se determind: el dia 4 poscépula mediante
receptividad al macho (considerando que ovulo, si rechaza al macho), el septimo
dia poscopula mediante ecografia transrectal de los ovarios al observar la
presencia del cuerpo luteo, verificandose con su comportamiento sexual frente al
macho. Con la misma metodologia se verifico la presencia o ausencia del Cuerpo

luteo al onceavo dia post cpula.

3.5 Analisis estadistico

La tasa de ovulacién, receptividad sexual y permanencia del cuerpo ldteo de
los grupos experimentales fue expresada en porcentaje y analizada mediante la
prueba estadistica de Ji — cuadrada, cuya formula es la siguiente:
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k r
.. LN\ 2
v zz(m}— EGY
c Eij (k—1)(r—1)

i=1 j=1
Donde:

X2 = Valor calculado de Ji cuadrado
0;; = Valor observado

e;; = Valor esperado
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacion del efecto de la copulacidn per se en la ovulacion en alpacas.

a. Alos 4 dias poscopula.
La tabla 2 y 3 muestran la receptividad observada en alpacas que fueron
sometidas a copula con macho castrado vs machos vasectomizado y macho

vasectomizado vs infusion de plasma seminal, el dia 4 post copula.

Tabla 2. Evaluacion del efecto de la copulacion con macho castrado G1 vs
macho vasectomizado G2 sobre la ovulacion, mediante receptividad
al macho el dia 4 post copula.

.. Gl G2 Total
Receptividad
n % n % n %
Acepta 14 93.3 15  100.0 29 96.7
Rechaza 1 6.7 0 0.0 1 3.3
Total 15 100.0 15 100.0 30 100.0
(p > 0.05)

Tabla 3. Evaluacién del efecto de la copulacion con macho vasectomizado G2
vs infusion de plasma seminal G3 en el  Utero sobre la ovulacion
en alpacas mediante receptividad al macho el dia 4 post copula.

o G2 G3 Total
Receptividad
n % n % n %
Acepta 15 100.0 15 100.0 30 100.0
Rechaza 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Total 15 100.0 15 100.0 30 100.0

En la tabla 2, se muestra los resultados a la evaluacion de la receptividad al
cuarto dia poscopula, donde en G1 (castrado) se muestra una receptividad al macho

de 93.3% frente a G2 (vasectomizado) que muestran receptividad al macho del
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100%, mientras que en la tabla 3, tanto G2 como G3 (infusion con plasma seminal)
presentan una receptividad al macho del 100%, resultados que sometidos a la
prueba de Chi cuadrado, muestran ausencia de significancia entre tratamientos (p >
0.05) (Tabla 1, de Anexos). Esto debido a que en la mayoria de alpaca después de
la copula continan presentando celo hasta alrededor del dia 4 después de la
ovulacion (Leyva y Garcia, 1999; Ferndndez-Baca y Novoa, 1968) sin embargo,
en G1 se muestra un rechazo al macho del 6.7% (1/15) (figura 2), segin Leyva y
Garcia (1999) relatan que después del dia 3 en un porcentaje razonable de alpacas
existe el establecimiento y desarrollo de un cuerpo luteo completamente funcional
y se sugiere que despues del dia 4 posovulacion los niveles de progesterona son
adecuados para ejercer el efecto inhibitorio en la presentacion del celo y el
comportamiento de rechazo de la alpaca hembra al macho, explicaria el efecto
luteotropico, algunos autores reportan niveles inferiores a 1ng/mL que
aparentemente aun no tienen efecto supresor sobre el desarrollo folicular en
camélidos sudamericanos (Ulloa-leal et al., 2014). De igual forma Aba et al., (1995)
registr6 un aumento significativo de progesterona el dia 4 después del

apareamiento.
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Figura 2. Porcentaje de receptividad al macho al 4 dia poscépula
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b. Alos 7 dias poscopula.

La tabla 4 muestra la receptividad al macho y la presencia o ausencia de
cuerpo luteo observada en alpacas que fueron sometidas a copula con machos

castrados vs machos vasectomizados evaluada el dia 7 poscopula.

Tabla 4. Evaluacion del efecto de la copulacion con macho castrado G1 vs macho
vasectomizado G2, sobre la ovulacion en alpacas mediante receptividad
al macho y presencia de cuerpo lGteo el dia 7 poscopula

Receptividad Cuerpo luteo
Acepta  Rechaza Total Si No  Total
11 4 4 11

:5 Gl n 15 15
& % 73.3 26.7 100 26.7 733 100
>
= a2 n 1 14 15 14 1 15
© % 6.7 93.3 100  93.3 6.7 100

n 12 18 30 18 12 30

Total
% 40.0 60.0 100 60.0 400 100

Los resultados muestran que el comportamiento de las hembras frente al
macho (acepta o rechaza) son coherentes con la presencia o ausencia de cuerpo
luteo al 7mo dia poscopula, confirmando que la receptividad al macho es un buen

método y muy confiable para el diagnostico de ovulacion a este momento.

Se puede evidenciar en los resultados de la evaluacion de la ovulacién a
través de la presencia de CL (observacion a la ecografia), y respaldado mediante la
prueba de receptividad al macho, donde el grupo castrado (G1) tuvo una tasa de
ovulacion de 26.7% (4/15), mientras que el grupo vasectomizado (G2) tuvo una
tasa de ovulacion de 93.3% (14/15) (figura 3). Estos resultados contrastados a la
prueba estadistica de Chi cuadrado reflejaron diferencias significativas (p < 0.05)
(tabla 2 del anexo). Estos resultados indican que cdpulas con machos castrados vs

vasectomizado aparte de ser grupos independientes, influyen en la tasa de
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ovulacion. Donde el grupo G1 si bien es cierto mostro un menor porcentaje de
ovulacion que G2, resultado que puede ser atribuido a la falta del FIO en el plasma
de los machos castrados respecto a los machos vasectomizados, sin embargo ese
bajo porcentaje de ovulacion en G1 nos estaria indicando que existe otra causa no
atribuible al FIO responsable de esa ovulacion, que podriamos atribuirle a la
friccion de la copulacion per se, sobre la mucosa uterina, como un acto reflejo que
influiria sobre el hipotdlamo. Respecto al comportamiento sexual en los machos
como es el deseo de copular o libido se manifesté en ambos casos castrados y
vasectomizados, comportamiento atribuido a la testosterona hormona que
probablemente existe en mayor cantidad en los machos vasectomizados en
comparacion a los castrados (Novoay Leyva, 1996), en estos Ultimos la testosterona
provendria de la corteza adrenal, y su comportamiento estaria asociado a la

experiencia previa en campafias anteriores.

Por otro lado, la tabla 5 muestra la receptividad al macho y la presencia o
ausencia de cuerpo luteo observada en alpacas que fueron sometidas a cépula con
machos vasectomizados (G2) vs infusion de plasma seminal en el Gtero (G3), sobre

la ovulacion en alpacas evaluada el dia 7 poscopula.

Tabla 5. Evaluacion del efecto de la copulacién con macho vasectomizado G2 vs
infusion de plasma seminal G3 en el (tero sobre la ovulacion en alpacas
mediante receptividad al macho y presencia de cuerpo lateo el dia 7

poscopula
Receptividad Cuerpo luteo
Acepta Rechaza Total Si No Total
£ o n 1 14 15 14 1 15
& % 6.7 93.3 100 93.3 6.7 100
g 43 0 12 3 15 3 12 15
o % 80.0 20.0 100 20.0 80.0 100
Total n 13 17 30 17 13 30

% 43.3 56.7 100 56.7 43.3 100
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En esta tabla también se puede evidenciar la correspondencia entre la

receptividad al macho y la presencia de cuerpo luteo.

En los resultados se puede apreciar que el grupo vasectomizado (G2) tuvo
una tasa de ovulacion (93.3% ;14/15) superior a infusion de plasma seminal (G3)
(20% ;3/15) evidenciado a través de la presencia de CL (observacion a la ecografia),
y respaldado mediante la prueba de receptividad al macho, (figura 3). Resultados
que contrastados a la prueba estadistica de Chi cuadrado reflejaron diferencias

significativas (p < 0.05) (tabla 3 del anexo).
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Castrado Vasectomizado Vasectomizado Plasma
B Acepta -No CL BRechaza - Si CL B Acepta -No CL ERechaza - Si CL

Figura 3. Porcentaje de receptividad al macho — presencia de cuerpo luteo el 7 dia
poscopula

Estos resultados nos indicarian que en el grupo G3, la infusién del plasma
seminal al Gtero por la técnica de inseminacion artificial, si bien este plasma
contendria el FIO necesario para la ovulacién, sin embargo este FIO no habria
atravesado el endometrio hacia el torrente sanguineo en cantidad suficiente e influir
en el hipotdlamo y desencadenar el proceso de la ovulacion, efecto que si se habria
dado en el grupo G2 (vasectomizado), donde la friccion en el endometrio causando

la inflamacion de este (Bravo et al., 1996), a causa de la copulacion, por parte del
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macho vasectomizado, habria facilitado el ingreso del FIO presente en su plasma
seminal al torrente sanguineo e influir en el hipotdlamo desencadenando la

ovulacion.

Ratto et al.,(2005) reportaron una tasa de ovulacion de 41% por infusion
intrauterina de plasma seminal, superior al presente estudio, superioridad que
podria deberse a que se administré el plasma seminal a nivel de cada cuerno uterino
(1cc en cada uno), frente a la deposicion del plasma seminal a nivel del cuerpo
uterino (3cc). Por otro lado, resultados similares son reportados por Panez et
al.,(2009) en alpacas al administrar el plasma seminal intrauterinamente (n = 16)
mediante la técnica recto-cervical, depositando en cada cuerno media dosis del
plasma seminal (dosis =1.5 ml), para ello utiliz6 una pipeta para tratamientos
uterinos en vacas, la que introdujo a uno de los cuernos uterinos, depositando la
mitad de la dosis de plasma seminal, luego retrajo la pipetay sin retirarla totalmente,
se reintrodujo en el otro cuerno uterino para depositar la dosis restante donde obtuvo
una tasa de ovulacion de 37.5% (6/16). La variabilidad en estos reportes podrian
explicarse como resultado del grado de manipulacion y friccién de los cuernos
uterinos como estimulos fisicos favoreciendo el pasaje del FIO a la circulacion
sanguinea para desencadenar la ovulacion, y que segin Adams et al., (2016) la tasa

de ovulacion depende de la dosis y el sitio de depdsito del plasma seminal.

Asimismo, Silva et al.,(2015) reportaron resultados en llamas, después de la
administracion intrauterina de factor de crecimiento del nervio B (B-NGF)
de plasma seminal SP-NGF (Factor neurotrépico Beta de plasma seminal
purificado de llamas), en un primer experimento, administré 2 mg de SP-NGF en
un volumen de 2 ml mediante infusién intrauterina (n = 7) donde la tasa de

ovulacion fue de 0%, realizaron un segundo experimento, para determinar si
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una dosis mas alta de SP-NGF, similar a una copula natural, provocaria una
respuesta ovulatoria, planteandose tres tratamientos via infusion intrauterina: (1) 4
ml de plasma seminal crudo, (2) 4 ml de PBS conteniendo 20 mg de SP-NGF de
Ilama purificada, y (3) un control 4ml de PBS, reportdndose una tasa de ovulacion
del 100% para las llamas tratadas con plasma seminal crudo o SP-NFG de llama,
concluyeron que el B-NGF del plasma seminal de llama provoca un pico de LH
preovulatorio, seguido de ovulacion y desarrollo de un CL funcional,
independientemente de la via de administracion y que la dosis requerida es mayor
para provocar respuestas hipofisarias y ovéricas, cuando se administra por infusion
intrauterina que por via intramuscular o intravenosa. En un trabajo similar al primer
experimento, Adams et al., (2005) administraron 1 ml de plasma seminal de alpaca
diluido por infusion intrauterina (n = 14), donde no se detectd ovulacién ni
desarrollo lGteo en ninguno de los grupos de tratamiento intrauterino. De estos
reportes se desprende que la dosis administrada por infusién de plasma crudo (3ml)
en el presente trabajo fue relativamente baja por lo que se generd una baja tasa de
ovulacion (20%) independientemente que se pudo haber mejorado si se realizaba
un legrado del epitelio uterino que hubiera mejorado la absorcion del B-NGF, como

lo sucedido con el grupo de vasectomizados (93.3%).

Fernandez-Baca et al (1970b), reportaron una tasa de ovulacion de 77 a 82%
en hembras que fueron empadradas con macho entero; Adams et al., (2005),
reportaron que a la infusién intrauterina de 1ml de plasma no se logré ovulaciones;
por otro lado Ratto et al., (2005) reportaron 67% de ovulacion cuando se administrd
plasma seminal por infusion intrauterina después de hacer un legrado del
endometrio, indicando que la monta y la introduccion del pene son necesarias para

brindar una adecuada estimulacion para la ovulacion.
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Estos reportes nos permiten explicar que en el presente estudio, al observar
los resultados en el grupo G1 (castrado), donde ocurre laceracion del endometrio
pero sin presencia del B-NGF (efecto fisico), se observo una baja ovulacién, similar
respuesta se observo en el G3 (infusion de plasma en el Gtero), donde hay presencia
del B-NGF (efecto quimico) pero no hubo lesién del endometrio que favorezca su
absorcion, y al combinar estos dos efectos como ocurre en G2 (vasectomizados)
donde se tiene presente el B-NGF y ha ocurrido la lesion del endometrio se mejord
la ovulacion grandemente, deduciendo que hay un efecto minimo en G1 y G3 que

ayudan a la ovulacion.

c. Alos 11 dias poscopula.
Las tablas 6 y 7 muestran la receptividad y presencia de cuerpo lGteo
observada en alpacas que fueron sometidas a copula con macho castrado vs machos
vasectomizado y macho vasectomizado vs infusién de plasma seminal, el dia 11

poscépula.

Tabla 6. Evaluacion del efecto de la copulacién con macho castrado G1 vs macho
vasectomizado G2 sobre la ovulacion en alpacas mediante receptividad
al macho y presencia de cuerpo luteo el dia 11 poscépula

Receptividad Cuerpo Luteo
Acepta Rechaza Total Si No Total
15 0 0 15
S G1 -2 15 15
& %  100.0 0.0 100 0.0 100.0 100
§_ G2 n 15 0 15 0 15 15
o %  100.0 0.0 100 0.0 100.0 100
n 30 0 30 0 30 30
Total

%  100.0 0.0 100 0.0 100.0 100
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Tabla 7. Evaluacion del efecto de la copulacion con macho vasectomizado G2 vs
infusion de plasma seminal G3 en el Utero sobre la ovulacion en alpacas
mediante receptividad al macho y presencia de cuerpo lteo el dia 11

poscopula.
Receptividad Cuerpo luteo

Acepta Rechaza Total Si No Total
IS G2 n 15 0 15 0 15 15
& % 100.0 0.0 100 0.0 100.0 100

>
=) 3 n 15 0 15 0 15 15
o % 100.0 0.0 100 0.0 100.0 100
Total n 30 0 30 0 30 30
% 100.0 0.0 100 0.0 100.0 100

En los resultados de la evaluacion se observa que el 100% de hembras de
los tres grupos experimentales se muestran receptivas al macho (figura 4),
comportamiento corroborado por la ausencia de cuerpo liteo, esto explica que, si
la copula no fue fértil, la alpaca retornara en celo a los 13 — 14 dias poscopula,
considerando que las hembras con niveles inferiores a 0.9 nmol/L de progesterona
aceptan macho (Sumar et al., 1987). Efecto que se esperaria a este momento dado
que los machos (castrado, vasectomizado) y el plasma utilizado en la infusion, no
presenta espermatozoides responsables de la fecundacién, por lo que no se da lugar
el reconocimiento materno de la prefiez, y se desencadena el proceso de la lutedlisis,
con la liberacidn de las prostaglandinas por parte del endometrio uterino que induce
la regresion del cuerpo luteo 10 a 12 dias después de la monta (Adams et al., 1990;
Bravo, 1990). Por otro lado Adams et al., ( 2005) reportaron en llamas que después
de la administracion intramuscular de plasma seminal, las concentraciones
plasmaticas de progesterona se elevaron el dia 6, fueron maximas el dia 9 y
estuvieron en el punto mas bajo el dia 12, por consiguiente el comportamiento de

aceptacion al macho, explicaria el efecto de la lutedlisis.
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Figura 4. Porcentaje de receptividad al macho — presencia de cuerpo lateo el 11 dia
poscépula.
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V. CONCLUSIONES

- El efecto de la copulacion sobre la ovulacién evaluado a los 4 dias poscopula, solo
por receptividad al macho, evidencio una ovulacion de 6.7% (rechazo al macho) en
el grupo castrado vs 0% en vasectomizado (P>0.05), no observandose ovulacién en
los otros grupos.

- El efecto de la copulacion sobre la ovulacion evaluado a los 7 dias poscopula, por
receptividad al macho y corroborado con la presencia de cuerpo lUteo, evidencio una
ovulacion de 93.3% en el grupo vasectomizado vs 26.7% en el grupo castrado
(P<0.05), y de 93.3% vs 20% en los grupos vasectomizado e infusion de plasma
seminal al Utero (P<0.05).

- El efecto de la copulacién sobre la ovulacion evaluado a los 11 dias poscopula, por
receptividad al macho y presencia de cuerpo ltteo fue el esperado en todos los grupos
100% de aceptacion al macho y 0% de presencia de cuerpo luteo.

- El efecto fisico de la copulacion con macho castrado, como el efecto quimico (p-
NFG) de la infusion de plasma seminal al itero mostraron una tasa de ovulacion baja,
mientras que ambos efectos (fisico y quimico) en vasectomizados, mejoraron

grandemente la ovulacion.
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V1. RECOMENDACIONES

- En trabajos similares usar machos con experiencia en varias camparias para evaluar
el efecto de la castracion.
- Experiencia y facilidad del operador en la técnica de la inseminacion o infusion de

plasma seminal en alpacas.
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ANEXOS

Tabla 1: Evaluacion del efecto de la copulacion con macho castrado G1 vs
vasectomizado G2 sobre la ovulacion en alpacas mediante
receptividad al macho el dia 4 post copula, a través de la prueba de
Chi cuadrado (X?)

COPULACION Total
G1 G2
0 E 0 E
= g 14 14.50 15 14.5 29
S 3 x2= 0.017 2= 0.017
S < = U = U
= < 1 0.50 0 0.50 1
& =
& § x?= 0.500 x?= 0.500
Total 15 15.00 15 15.00 30
X2c= 1.03 thao‘os m= 3.84

Tabla 2: Evaluacion del efecto de la copulacion con macho castrado G1
vs macho vasectomizado G2 sobre la ovulacion en alpacas
mediante receptividad al macho y presencia de CL el dia 7
poscopula, a través de la prueba de Chi cuadrado (X?)

COPULACION
i Total
Castrado Vasectomizado
(0] E (0] E
' S 11 6.00 1 6 12
8 |82 ’ >
) x‘= 4.167 x“= 4.167
S 4| 2
g 9§ 4| 4 9.00 14 9.00 18
8 c O
od é & x?= 2.778 x?= 2.78
Total 15 15.00 15 15.00 30
ch =13.89 thao,os n= 3.8415
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Tabla 3: Evaluacion del efecto de la copulacién con macho vasectomizado
G2 vs infusion de plasma seminal G3 en el Gtero sobre la
ovulacion en alpacas mediante receptividad al macho y
presencia de CL el dia 7 poscopula, a través de la prueba de Chi

cuadrado (X?)
COPULACION
i Total
Vasectomizado Plasma
(0] E (@) E
. S 1 6.5 12 6.50 13
8 |8 2 ; ;
-§ . gf — xX‘= 4.654 x°= 4.654
2 O 8 14 8.50 3 8.50 17
3 & 0
& é 7 x>= 3.56 x?= 3.559
Total 15 15.00 15 17.00 45
ch =16.43 thao‘os m= 3.8415
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PANEL FOTOGRAFICO

Figura A. Materiales y Equipos

Figura A.2 Protoscopio de uso humano Figura A.3 pipetas de inseminacion
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Figura A.6 Electroeyaculador (Minitube)
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Figura B. Metodologia Experimental

Figura B.1 Receptividad Sexual de la hembra frente al macho.

Figura B.2 Control de empadre
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Figura B.3 Coleccion de plasma seminal

Figura B.4 Plasma seminal
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Figura B.5 Infusion de plasma seminal al utero
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Figura B.6 Ecografia de Cuerpo luteo a los 7 dias post copula
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