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RESUMEN

La alpaca (Lama pacos), Camélido Sudamericano doméstico, pertenece al tipo de animales de ovulacion
inducida. La determinacion de la concentracion de LH es una herramienta muy Gtil para estudiar los aspectos
reproductivos en esta especie. Con este motivo, desarrollamos un RIA heter6logo utilizando LH estandar de
camello y estudiamos la respuesta en diez alpacas fértiles con ovarios en actividad folicular sometidas a
estimulacion con 4 Ng de andlogo de GnRH. Fueron sangradas secuencialmente cada 30 minutos durante 360
minutos para efectuar determinaciones plasmaticas de LH. Posteriormente se sangraron durante 14 dias para
determinar la concentracion plasmatica de progesterona (P4) por medio de un RIA de fase solida, y de estrogenos
(E2), por medio de un RIA de fase liquida. Luego de la aplicacién de GnRH, LH se incrementd significativamente
a los 30 minutos postratamiento en el 80% de los animales y la concentracion maxima se registré a los 240
minutos, alcanzando 86,7 ng/ml promedio, para luego disminuir gradualmente hacia los 360 minutos
postratamiento. Estas hembras formaron cuerpos IGteos normales con concentracion plasmatica maxima de P4
(13,7 £ 4,6 nmol/L) en el dia 8 postratamiento y la relacion E,/P, demostré concordancia con alta actividad
folicular en el dia 0 ([E;] 29,1 + 2,0 pg/ml y al finalizar el periodo de muestreo ([E;] 25,1 £+ 1,2 pg/ml). El RIA
heterélogo para LH presentd adecuada especificidad inmunoldgica de acuerdo con las pendientes calculadas por
la expresion logit/log de la curva estandar de LH y la curva obtenida con diluciones seriadas. La sensibilidad fue
de 0.156 ng y el ensayo fue validado por el analisis de las concentraciones plasmaticas de LH luego del
tratamiento con GnRH.
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INTRODUCCION

El conocimiento de la endocrinologia reproductiva en las diferentes especies animales, a través de la
determinacién de perfiles hormonales ovéricos y de la pituitaria, contribuyen a incrementar la fertilidad
caracterizando el potencial reproductivo y destacando las anormalidades anatomo-fisiolégicas que afectan a las
hembras. En alpacas (Lama pacos), especie domeéstica de ovulacion inducida, han sido estudiadas las variaciones
de los niveles plasméticos de hormonas derivadas de anormalidades reproductivas, asi como la respuesta
endocrina normal frente a diferentes estimulos inductores de la ovulacién (Bravo, Stabenfeldt, Fowler y Lasley,
1992; Bravo, Stabenfeldt, Fowler y Lasley, 1993; Bono, Urquieta, Gabai y Jumale Ahmed, 1994; Sumar, 1994).
Hasta el momento, no se ha informado de la obtencidn y/o purificacion de gonadotrofinas hipofisiarias de
Camélidos Sudamericanos (CSA), por lo tanto las investigaciones se efectlan mediante ensayos que utilizan
gonadotrofinas purificadas de otras especies.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un RIA heterélogo para determinar la concentracion plasmatica de
LH en alpacas adultas sometidas a estimulacién con GnRH sintético, utilizando hormona estandar purificada a
partir de adenohipofisis de una especie emparentada como el camello dromedario.
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MATERIALES Y METODOS

Animales: fueron utilizadas 10 alpacas raza Huacaya, adultas de fertilidad comprobada, con un peso corporal
promedio de 40 kg. Las hembras permanecieron durante el experimento en un corral aisladas y distanciadas del
resto del rodeo de alpacas, con buena disponibilidad de forraje verde y agua ad libitum. Todas las hembras fueron
sangradas 30 y 7 dias antes del comienzo del experimento, para determinar el nivel P4 plasmatica y asegurar que
no presentaban cuerpo luteo activo.

Tratamiento: a cada hembra se le administré una dosis de 4 pg de andlogo de GnRH (Buserelin Conceptal,
Hoescht) intramuscular. Esta dosis demostré ser efectiva en ensayos previos para desencadenar ovulacion en
alpacas y vicufas (Bono y otros, 1994; Urquieta, Fernandez, Garcia, Paolicchi y Rojas, 1995).

Obtencion de las muestras: se extrajeron muestras de sangre por puncién yugular en tubos al vacio con
anticoagulante (Venojet, Terumo Med.Co.) y por centrifugaciéon se obtuvo plasma para efectuar las
determinaciones hormonales.

Para la determinacion de los niveles plasmaticos de LH se tomé la primera muestra inmediatamente antes de la
administracion de GnRH (0 min) y luego de manera seriada cada 30 min hasta completar 360 min postratamiento
(pt). Para la determinacion de progesterona (P4) se tomaron muestras diarias a partir del dia del inicio del ensayo
(dia 0) y durante 14 dias posteriores. Se estudid la concentracion plasmatica de estradiol (E;) en tres
oportunidades diferentes durante el experimento (dias 0, 8 y 12).

Analisis hormonales: LH fue determinada segin describieron Anouassi y Combarnous (1991) para efectuar
ensayos homologos con hembras camellos. Nosotros introdujimos modificaciones a la técnica y desarrollamos un
RIA heterélogo utilizando LH purificada de camello (camLH) como estandar, suero de conejo anti LH de camello
(anti-camLH) y LH ovina (oLH) como hormona marcada.

Brevemente, 100 pl de plasma o de camLH (diluida en buffer veronal/albumina 25mM, pH 8,6) se incubaron
48 h a 4°C con 50 pl de anti-camLH (1:6000 dilucidn inicial). Posteriormente, se agregaron 50 ul de oLH
marcada con iodo 125 (10.000 cpm) e incubaron por 24 h adicionales a 4°C. Finalmente se agregaron 50 pl de una
Igu de cabra anti-conejo unida a perlas de hierro (Advanced Magnetics Inc.) y todo se incubé a 4°C durante la
noche. La separacion entre LH unida y libre se efectu6 por centrifugacion a 2600 g a 4°C durante 20 min. El
sobrenadante fue descartado y la radioactividad del sedimento medida en un contador gamma. El coeficiente de
variacion (CV) interensayo oscil6 entre 1,0% y 13,4% para los diferentes rangos de la curva estandar. La
sensibilidad de este ensayo, segun perfiles de precision, fue de 0,31 ng/ml (9,0% de error). La validacion del
ensayo se efectu6 mediante pruebas de paralelismo entre camLH estandar y distintas diluciones de plasma de
alpaca con concentracion alta de LH (R =0,99). Finalmente, la cantidad total de LH liberada fue estimada
calculando el &rea bajo la curva de respuesta LH.

Para determinar la concentracion de P, se utiliz6 un RIA en fase solida (Kits FAO/IAEA, Animal Production
and Health Section) segun describieron Urquieta y Rojas (1990). Los CV intra e interesayo para los valores
medios fueron de 6,9% y 12,5% respectivamente y la sensibilidad de 0,3 nmol/L.

Para estudiar la concentracion plasmatica de E, se utilizé una técnica de RIA de fase liquida con extraccién
(WHO Reagent Programme, Method Manual, 1992) y con modificaciones segin Paolicchi (1995). Los CV (%)
intra e interensayo fueron de 4% y 13% respectivamente, mientras que la sensibilidad segun perfiles de precision
fue de 10 pg/ml. Los resultados de las concentraciones plasméticas de P,y E; (pg/ml) se relacionaron mediante la
razon E,/P, para verificar la actividad predominante del ovario.

RESULTADOS

La aplicacion de GnRH indujo alza de LH en el 80% de las alpacas, determinando en este ensayo valores
iniciales de 6,5 t 3,9 ng/ml (0 min), maximos de 86,7 + 47,9 ng/ml (210 min), decayendo a 42 + 17,9 ng/ml (360
min). Las concentraciones de P, correspondientes fueron de 0,3 £ 0,3 nmol/L (dia 0 pt), con un pico maximo de
13,7 t 4,6 nmol/L (dia 8-9 pt) disminuyendo a 0,25 t 0,19 nmol/L (dia 12-13 pt), excepto una hembra que present6
valores méximos (7,12 nmol/L) en el dia 13 pt. En dos alpacas inyectadas no se detectaron alzas de LH (3,9t 2,8
ng/mly 56 t 1,6 ng/ml, a los 0 y 210 min pt, respectivamente) y tampoco modificaron significativamente las
concentraciones de P4 (0,22 £ 0,05; 0,03 y 0,01 nmol/L, en los dias 0, 8-9 y 12-13 pt, respectivamente), respecto
de la concentracién registrada antes de la administracion de GnRH. Asimismo, la concentracion de E2 en las
hembras que respondieron fue de 29,1 + 2,0 pg/ml (dia 0) disminuy6 a 13,8 + 1,0 (dia 8) retomando el valor
similar al inicial de 25,1 £ 1,2 pg/ml (dia 12). Por lo tanto, la razén E,/P, demostré concordancia con los altos
niveles de E; al inicio (R = 66; dia 0) como al finalizar el periodo de muestreo (R = 25; dia 12), mientras que la
misma fue inversa durante el predominio de la fase luteal (R =1; dia 8) cuando se registré la mas alta
concentracién de P4. La cantidad de LH liberada luego de la aplicacién de GnRH, estimada como &rea bajo la
curva de respuesta, mostr6 una gran diferencia entre las alpacas que respondieron (20.233 ng/ml) respecto de
aquellos animales que no respondieron (2.187 ng/ml).
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En las Figuras 1, 2 y 3 se observan los resultados del estudio de la concentracion plasmatica y las

correspondientes curvas de respuesta hormonal hipofisiaria (LH) y ovérica (P,) luego de la administracion de
GnRH.
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FIGURA 1: Concentracién de LH postratamiento con GnRh.
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FIGURA 2: Concentracidn plasmatica de LH.

3de5



Sitio Argentino de Produccién Animal

-& GnRH P4 (+) n=0
- GnRH P4 (-} n=2

Progesterona (nmol/L)

A
e M. S S S e, =1
] 2 e [} 8 10 12 14
Tiempo (dias)

FIGURA 3: Concentracion de P4 postratamiento con GnRH.

DISCUSION

Nuestros resultados son similares a los de trabajos previos efectuados en alpacas y llamas, relacionados a la
secrecion de LH en respuesta a la copula o a la inyeccion de GnRH sintética (Aba, 1995; Bravo y otros, 1992;
Bravo y otros, 1993; Bono y otros, 1994). A pesar que las concentraciones plasmaticas de LH medidas en este
trabajo correspondientes a las hembras que respondieron, fueron mas altas que las obtenidas por otros
investigadores, el comportamiento postratamiento determinado por la secrecion hormonal (area bajo la curva de
secrecion de LH) es indicativo de la adecuada respuesta al estimulo. Ademas, se observa gran similitud entre
nuestros resultados y los obtenidos por Anouassi y Combarnous (1991) quienes estudiaron la concentracion de LH
en hembras dromedarias inyectadas con GnRH, mediante un RIA homologo utilizando idénticas camLH y anti-
camLH a las usadas en este trabajo. Las alpacas que no respondieron al tratamiento no superaron los 7,5 ng/ml de
LH y tampoco formaron cuerpo liteo. Las mismas hembras demostraron fracaso reproductivo al no quedar
prefiadas en el servicio con monta natural posterior a este ensayo, mientras que las alpacas que respondieron al
tratamiento con GnRH demostraron ser fértiles y gestar una cria cada una. Los resultados de estos ensayos
efectuando las modificaciones descriptas, demostraron perfiles de precision, especificidad y sensibilidad
satisfactorios. A pesar de que un mayor nimero de ensayos deberan realizarse, los resultados obtenidos permiten
concluir que el uso de este RIA heterélogo utilizando hormona estdndar camello es sumamente Gtil como
herramienta para determinar en forma clinica concentracion de LH, no s6lo en muestras de alpacas, sino también
de otros CSA domeésticos y silvestres.
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