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RESUMEN

Los Camelidos Sudamericanos son animales de ovulacion inducida y requieren un estimulo para iniciar la
oleada de LH responsable de la ovulacion. Plasma seminal (PS) de alpacas (Lama pacos) fértiles fue probado en
este experimento para estudiar el efecto del plasma seminal sobre la liberacién de LH usando un bioensayo de
células pituitarias. Placas de cultivo conteniendo células de pituitaria de rata (2 x 10° células/90-95% de
viabilidad) fueron cultivadas agregando: A) PS tratado con carbon dextrano en proporcion de 1:1, 1:2 y 1:4
diluido en medio de cultivo (DMEM/HEPES + antibi6ticos) o B) PS 1:2 + suero de conejo anti-GnRH (potencia
inhibitoria de 10° M), o C) PS 1:2 + anti-GnRH + GnRH sintética (acetato de buserelina) 100 nM, o D) GnRH
sintética 100 nM, 50 nM, 10 nM y 1 nM. Se analiz6 la concentracion de LH (nglml) secretada (Sec) y de la
contenida (Con) endocelular mediante un RIA I'® y se determin6 el porcentaje de Sec y de Con en cada
experimento. Los resultados de LH Sec por las células tratadas con GnRH 50 nM, 10 nM y 1 nM fueron de 39%,
13% y 1,5%, respectivamente (r’=98,41%; r=0,9920). Sin embargo las células tratadas con 100 nM de GnRH
secretaron sélo 10% de LH. Con PS 1:1, 1:2 0 1:4 la LH Sec fue de 44,5%, 27% y 18%, respectivamente. La
exposicion de las células al tratamiento con PS 1:2 + anti-GnRH o de PS 1:2 + anti-GnRH/GnRH produjo un 31
% y un 30% de LH Sec, respectivamente. Estos resultados sugieren que el PS de alpacas podria contener algin
factor/es, diferente/s de GnRH, que contribuya/n con los mecanismos de secrecién de LH y con la ovulacién
inducida de la hembra alpaca.
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INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos (CSA) al igual que los camélidos del viejo mundo presentan ovulacién inducida,
cuya respuesta depende del estimulo al cual sea sometida la hembra. Alpacas (Lama pacos) y llamas (Lama
glama) ovulan en respuesta a la copula simple o mdltiple con un macho fértil y/o vasectomizado y con la
administracion de GnRH sintética o de hCG (Bravo, Stabenfeldt, Fowler y Lasley, 1992; Sumar, 1993). Si bien
los mecanismos que gobiernan la ovulacién en camélidos no estan suficientemente determinados, es posible que
estimulos neuroendécrinos y sensoriales se conjuguen para determinar la respuesta ovulatoria. Algunos
experimentos conducidos en camellos (Chen, Yuen y Pan, 1985) y en alpacas (Rios, Sumar y Alarcon, 1985)
depositando semen homélogo intravaginal, produjeron respuestas ovulatorias en un porcentaje importante de las
hembras utilizadas, lo cual sugiere la presencia de algun factor presente en el semen de estas especies que
contribuye a la respuesta ovulatoria. El objetivo de este experimento piloto, fue estudiar el efecto del plasma
seminal de alpacas sobre la respuesta secretoria de LH utilizando un bioensayo de células de adenohipdfisis
(Scott, Burger y Quigg, 1980), con modificaciones.

MATERIALES Y METODOS

A) Obtencién y evaluacion del semen.

Se utilizé semen de eyaculados completos provenientes de machos alpaca raza Huacaya adultos de fertilidad
probada. Las muestras utilizadas fueron colectadas con vagina artificial disefiada para la especie y utilizando
fundas de polietileno adaptadas como describieron Urquieta, Paolicchi y Bustos Obregén (1995). Las muestras de
semen fueron evaluadas como normales segun: a) parametros de Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 1989)
para espermiogramas de rutina, b) por andlisis del plasma seminal y de vitalidad espermaética, estandarizados con
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anterioridad para alpacas (Urquieta, 1996) y c) analisis morfolégico ultraestructural por microscopia electrénica
de barrido y de transmision de espermatozoides separados del plasma seminal (Bustos Obregdn, Paolicchi y
Urquieta, 1995).

B) Tratamiento del semen y del plasma seminal.

El semen obtenido fue centrifugado (2500g x 20 min) y el sobrenadante, considerado: plasma seminal, se
almaceno en alicuotas a -20°C. En el momento de su uso, fue tratado con una suspension de 1,25% de carbon-
dextrano en buffer pH 7,4 durante 30 min en agitacion a 0°C y luego de centrifugado se recupero el sobrenadante.

c) Preparacién del cultivo celular.

Adenohipdfisis de 15 ratas macho adultas Sprague-Dawley fueron extraidas, trozadas y homogeneizadas
durante 60 min a 160 oscilaciones/min y a 37°C en 10 ml de medio Cultivo adicionado con enzimas (DMEM,
bicarbonato de sodio 2,2 g/L, HEPES 5,958 g/L BSA (V) 1 g/L, amfotericina B 10 ml, colagenasa 1 mg/ml,
hialuronidasa 0,5 mg/ml, tripsina 5 pg/ml), para posteriormente agregar 1 mg/ml de ADNasa durante 20 min
adicionales. La suspensién celular fue lavada en 10 ml de DMEM libre de enzimas y centrifugada (500 g x 15
min) cuatro veces, la primera con 1 mg/ml de inhibidor de tripsina. El sedimento fue resuspendido con DMEM
més 10% de suero fetal bovino y estimada la concentracion y viabilidad celular (azul tripan 0,5 % en PBS 0,1 M,
pH7,2). Finalmente la suspension celular (90-95 % de viabilidad) fue colocada en placas de cultivo de 24 pocillos
y la concentracién ajustada a 200.000 células/pocillo en 0,5 ml de medio de cultivo, en estufa a 37°C con 5% de
CO,y 95% de aire. Las células fueron cultivadas durante 48 h para su adherencia a la placa.

d) Bioensayo de células adenohipofisiarias.

Las células fueron incubadas con las distintas muestras segun el siguiente esquema:
1.- GnRH sintética, acetato de buserelina, (Conceptal, Hoescht) 100 nM, 50 nM, 10 nM y 1 nM;
2.- Plasma seminal entero (PS 1:1) o plasma seminal diluido con medio de cultivo (PS 1:2 'y PS 1:4);
3.- Plasma seminal 1:2 + suero de conejo anti-GnRH con potencia inhibitoria de hasta 10° M de GnRH sintética
(Bustos Obregon, Van Rysselberghe y Rodriguez, 1992);
4.- Plasma seminal 1:2 + anti-GnRH + GnRH 100 nM.

En cada pocillo se colocaron 0,2 ml de muestra mas 0,2 ml de medio de cultivo durante 72 h. Posteriormente,
las células fueron lavadas en 0,3 ml de medio libre de suero nuevamente expuestas a las mismas muestras por 6 h
adicionales, colocando en cada pocillo 0,15 ml de la muestra 'y 0,15 ml de medio.

Ademas, pocillos conteniendo células incubadas con medio de cultivo no fueron expuestas a las muestras
anteriormente citadas y sirvieron como control no estimulado. Finalizada la incubacion, los sobrenadantes se
recogieron y congelaron a -20°C, mientras que las células fueron lavadas con 0,3 ml de medio y lisadas con 0,5 ml
de PBS suplementado con 0,1 % de Triton X-100, durante la noche a 4°C.

E) Analisis de LH.

Se analizaron las concentraciones (ng/ml) de LH secretada (Sec) y LH contenida (Con) por las células
adenohipofisiarias, mediante un radioinmunoandlisis de fase solida (RIA-1126) (NHPP, Rockville, MD, USA). El
antigeno altamente purificado (NIDDK-rLH-1-9) fue iodado con 0,5 mCi de 1'** por el método del ioddgeno,
obteniendo una actividad especifica de 11.705 cpm/ng de hormona. El primer anticuerpo producido en conejo
(NIDDK-anti-rLH-S-11) se utiliz6 a una dilucion final de 1:700.000, mientras que el segundo anticuerpo cabra-
anti 1gG de conejo (immunobead, Bio-Rad Lab, CA, USA) fue 'usado en exceso. Los resultados fueron
expresados en referencia al estandar (NIDDK-rLH-RP-3). Los coeficientes de variacion inter e intraensayo
usando suero normal de rata macho fueron de 15,9% y 4,9%, respectivamente. Posteriormente se determinaron los
porcentajes correspondientes de Sec y Con en cada uno de los experimentos (por triplicado).

F) Analisis de los resultados.

Las curvas del RIA fueron analizadas usando un modelo logit-log. La comparacion entre tratamientos fue
realizada con el Test de Mann-Whitney y los efectos dosis dependiente analizados con correlacion de Pearson (r)
utilizando ANOVA para su validacion. Las diferencias estadisticas fueron establecidas con un 5% de
significancia.

RESULTADOS Y DISCUSION

La respuesta celular de LH Sec observada luego del tratamiento con GnRH sintética a las dosis de 50, 10y 1
nM fue de 39%, 13% y 1,5%, respectivamente (r2= 98,41 %; r= 0,9920; ANOVA p>0,05). Sin embargo, con
dosis de GnRH de 100 nM la LH Sec fue significativamente menor (10%) [Figura A].

2de 4



Sitio Argentino de Produccién Animal

Figura A: Porcentaje de LH secretada ([LH]Sec) y contenida ([LHCon]) por
células adenohipofisiarias incubadas con GnRH.
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La exposicion de las células al PS determiné una progresiva disminucién en la LH Sec, con valores de 44,5%
para el PS 1:1, significativamente diferentes (p<0,03) de 27% para PS 1:2 y de 18% para PS 1:4. La exposicién de
las células al tratamiento PS 1:2 + anti-GnRH y a PS 1:2 + anti-GnRH/GnRH sintética provocé un 31 % y 30% de
LH Sec, respectivamente [Figura B]. Estos resultados indican que el PS de alpaca adulto podria contener
algun(os) factor(es) capaz de provocar la secrecion de LH por células gonadotropas hipofisiarias de rata, pero que
este efecto no seria mediado por un factor GnRH "like" debido a que la exposicion de las células al PS junto con
anti-GnRH no modificé la LH Sec.

Figura B: Porcentaje de LH secretado por células adenohipofisiarias incubadas con
plasma seminal y plasma seminal con anti GhnRH o anti-GnRH+GnRH.
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Si bien en el PS de camellos, emparentados filogenéticamente con los camélidos sudamericanos, se ha
sugerido la presencia de un GnRH "like" (Zhao, Huang y Chen, 1990) capaz de estimular la secrecién de LH por
celulas adenohipofisiarias en cultivo, con los resultados obtenidos aqui se podria especular que el PS de machos
alpaca adultos fértiles contribuiria (en un porcentaje ain no determinado) a la secrecién de LH y consecuente-
mente a inducir la ovulacion en hembras de la especie. Por otro lado, desconocemos el mecanismo por el cuél
GnRH en concentracion de 100 nM inhibi6 la secreciéon de LH, pero es probable que un efecto denominado
"down-regulation” de los propios receptores celulares de GnRH y por saturacion de ellos, haya condicionado esta
menor respuesta en secrecion de LH. Asimismo, este efecto también mostré que el anticuerpo anti-GnRH fue
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capaz de neutralizar GnRH, ya que la dosis de GnRH 100 nM no disminuy6, como era esperable, la secrecion de
LH por parte de las células gonadotropas.

Recientemente, Wabersky, Sudhoff, Hahn, Jungblut, Kallweit, Calvete, Ensslin, Hoppen, Wintergalen, Weitze
y Topfer-Petersen (1995) determinaron en el plasma seminal de cerdos una fraccion de 1-10 kDa de origen
proteico no esteroidal, que al administrarlo transcervical permitio acortar en forma significativa el intervalo entre
el comienzo del estro y la ovulacion en cerdas, demostrando un efecto local de este componente del plasma
seminal.
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