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Composicion bioquimica del fluido folicular en los tres estadios
de crecimiento folicular en alpacas

Biochemical composition of follicular fluid in the three stages of follicular
growth in alpacas
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RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo determinar la concentraciéon de glucosa, proteinas
totales, albumina, colesterol y triglicéridos en el fluido folicular durante los tres estadios
del desarrollo folicular en alpacas. Se utilizaron 27 animales del CIP Chuquibambilla, Uni-
versidad Nacional del Altiplano, Puno, Pert. Los ovarios de las alpacas fueron revisados
mediante un ecografo Aloka SSD 500 y un transductor lineal de 7.5 MHz. Los animales
fueron sometidos a un procedimiento de sincronizacioén de la onda folicular a la presencia
de un foliculo >7 mm. En el dia 9 de la sincronizacion fueron distribuidos segtin el estadio
de la onda folicular en tres grupos: G1, foliculo >7 mm en estadio de crecimiento; G2,
foliculo >7 mm en estadio de estatica; G3, foliculo >7 mm en estadio de regresion. Segui-
damente, se procedid a la aspiracion del fluido folicular del foliculo dominante con el
ecografo indicado y un transductor transvaginal de 5.0 MHz. El fluido fue centrifugado y
el sobrenadante colocado en viales y almacenado en nitrégeno liquido. Las determinacio-
nes bioquimicas se hicieron con kits comerciales especificos en un analizador bioquimico
semiautomatico. Los resultados fueron: glucosa 37.04, 41.19 y 30.07 mg/dl; proteinas
totales 1.65,1.93 y 1.79 g/dl; albimina 1.14, 1.42 y 1.31 g/dl; colesterol 15.82,18.3y 11.08
mg/dl; triglicéridos 11.3, 12.35 y 10.78 mg/dl para los estadios de crecimiento, estatico y
regresion, respectivamente, sin diferencias significativas entre estadios, con excepcion
de la glucosa. La concentracion de glucosa fue menor en el estadio de regresion en
comparacion con el estadio de estatica (p<0.05).
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The aim of this study was to determine the concentration of glucose, total proteins,
albumin, cholesterol and triglycerides in the follicular fluid during the three stages of
follicular development in alpacas. Twenty-seven animals from CIP Chuquibambilla, National
University of the Altiplano, Puno, Peru were used. The alpaca ovaries were checked by
an Aloka SSD 500 ultrasound and a 7.5 MHz linear transducer. The animals were subjected
to a follicular wave synchronization procedure in the presence of a follicle >7 mm. On day
9 of the synchronization the animals were distributed according to the stage of the
follicular wave in three groups: G1, follicle >7 mm in the growing stage; G2, follicle >7 mm
in the static stage; G3, follicle >7 mm in the regression stage. The follicular fluid was
aspirated from the dominant follicle with the indicated ultrasound and a 5.0 MHz
transvaginal transducer. The fluid was centrifuged, and the supernatant placed in vials
and stored in liquid nitrogen. Biochemical determinations were made with specific
commercial kits in a semi-automatic biochemical analyser. The results were: glucose 37.04,
41.19 and 30.07 mg/dl; total proteins 1.65, 1.93 and 1.79 g/dl; albumin 1.14, 1.42 and 1.31 g/
dl; cholesterol 15.82, 18.3 and 11.08 mg/dl; triglycerides 11.3, 12.35 and 10.78 mg/dl for the
stages of growth, static and regression, respectively, without significant differences
between stages, with the exception of glucose. The glucose concentration was lower in
the regression stage compared to the static stage (p<0.05).
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INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos (CSA)
representan un recurso pecuario y genético
de gran importancia social, econdmica, cul-
tural y cientifica para los paises de la Region
Andina (Fernandez-Baca, 1991; FAO, 2005).
Los CSA han ido adquiriendo una capacidad
notoria de adaptacion a las condiciones ad-
versas medioambientales del altiplano andino.
Su habitat esta ubicado entre los 3800 y 5000
msnm, alimentandose de pasturas de baja
calidad nutricional existentes en la zona; no
obstante, estos animales son capaces de con-
vertir la vegetacion nativa en fibra de alta
calidad y carne con alto contenido proteico
(Fernandez-Baca, 1991; Aba, 2014).

Pese a la resistencia y rusticidad, su
productividad se ha visto disminuida por la
baja eficiencia reproductiva, especialmente

por la elevada mortalidad embrionaria, que
puede alcanzar hasta el 50% en los primeros
30 dias de gestacion (Fernandez-Baca et al.,
1970, Ratto et al., 2011). Para revertir esta
situacion, se ha ampliado el conocimiento so-
bre su fisiologia reproductiva y el desarrollo
de nuevas tecnologias (Aba, 2014). La acti-
vidad ovarica en los CSA se presenta en ci-
clos de desarrollo folicular semejante a lo
evidenciado en otros mamiferos, pero sin la
presencia de un cuerpo luteo. El desarrollo
folicular ha sido clasificado en tres estadios:
crecimiento, estatica y regresion (Vaughan
et al.,2004).

El estudio del fluido folicular es funda-
mental, puesto que proporciona el
microentorno para el desarrollo de los
ovocitos, pudiendo tener un rol importante en
la determinacion de la calidad de los ovocitos
y el potencial para lograr el desarrollo em-
brionario (Albohomsen et al.,2011, Wallace
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et al., 2012). En alpacas existe limitada in-
formacion sobre la composicion del fluido
folicular, por ello el estudio de los componen-
tes bioquimicos del fluido folicular durante el
desarrollo folicular permitira conocer los cam-
bios que ocurren en el entorno del ovocito
durante el desarrollo del foliculo. Esta infor-
macion podria utilizarse como un parametro
de evaluacion de la calidad de los ovocitos,
que estaria a su vez, directamente relaciona-
do con la fertilidad (Matoba et al., 2014). Es
asi que el objetivo del presente estudio fue
determinar la concentracion de glucosa, pro-
teinas totales, colesterol y triglicéridos en los
estadios de crecimiento, estatica y regresion
del foliculo ovarico de la alpaca.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

Las muestras del fluido folicular se ob-
tuvieron durante los meses de febrero y abril
de 2016 en el CIP-Chuquibambilla de la Uni-
versidad Nacional del Altiplano, localizado en
la provincia de Melgar, region de Puno, Peru.
El analisis bioquimico se realizo en el Labo-
ratorio de Fisiologia de la Facultad de Medi-
cina Veterinaria de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, Lima.

Animales

Se utilizaron 27 alpacas hembra adultas
Suri, de 4-7 afios, vacias. Estos animales fue-
ron mantenidos fuera del contacto con los
machos, pero recibieron las mismas condi-
ciones de manejo y alimentacion a base de
pasturas naturales que el resto del rebafio.
Las hembras fueron seleccionadas con base
a la presencia de un foliculo >7 mm de tama-
flo, determinado a través de un ecografo
ALOKA SSD 500 equipado con un
transductor lineal de 7.5 MHz.
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Sincronizacion de la Onda Folicular

Con el proposito de obtener un creci-
miento folicular uniforme y disponer de los
foliculos dominantes en los diferentes esta-
dios de desarrollo folicular en estudio, se pro-
cedio a la sincronizacion de la onda folicular
mediante la administracion de 1 ml de un ana-
logo de GnRH (0.0042 mg de acetato de
buserelina — Conceptase® — Agrovet
Market). La ovulacion se verifica por
ecografia a las 48 horas de la aplicacion hor-
monal mediante la desaparicion del foliculo
dominante. Este procedimiento permitio la
emergencia de una nueva onda folicular y la
posterior formacion del foliculo dominante en
los estadios en estudio.

Identificacién Ecografica

Se realizaron evaluaciones ecograficas
cada dos dias para identificar el estadio de
desarrollo del foliculo dominante. A partir del
dia 9 de la sincronizacion se distribuyeron los
animales en tres grupos: G1 (n=9): animales
con foliculos >7 mm en estadio de crecimiento
(con incremento de tamafio en dos observa-
ciones; G2 (n=9): animales con foliculos >7
en estadio estatico (sin variacion en el tama-
fio en al menos dos observaciones); G3 (n=9):
animales con foliculos >7 en estadio de re-
gresion (con disminucion de tamaiio en dos
observaciones).

Obtencion del Fluido Folicular

La aspiracion del fluido folicular se hizo
con una aguja N.° 19 acoplada en un
transductor transvaginal de 5.0 MHz y con
un ecografo ALOKA SSD500. El procedi-
miento consiste en ubicar el transductor en el
fondo de la vagina, y una mano en el recto.
Se fija el ovario contra la punta del trans-
ductor permitiendo visualizar tanto el ovario
como el foliculo dominante en la pantalla del
equipo de ultrasonografia, se impulsa la agu-
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ja suavemente para que penetre la pared
vaginal y el foliculo. El contenido folicular
aspirado es recolectado en un tubo Falcon de
15 ml y mantenido a una temperatura de
37 °C en bafo maria. Para la aspiracion del
fluido folicular se utiliz6 un medio compuesto
de 10 000 UI/L de heparina y 50 pg/l de
gentamicina.

El liquido folicular fue centrifugado a
700 g por 20 min para separar los contenidos
celulares. El sobrenadante fue colocado en
viales de 2 ml y almacenados en nitrogeno
liquido hasta su analisis.

Analisis Bioquimico

Se determinaron los niveles de glucosa,
proteina, albumina, triglicéridos y colesterol
del liquido folicular a través de kits comer-
ciales (FAR Diagnostics, Italia) especificos
para cada uno de ellos, siguiendo las especi-
ficaciones del fabricante, utilizandose 500 pl
del reactivo y 5 ul de la muestra del fluido
folicular. Los analisis fueron realizados con
un analizador bioquimico semiautomatico
(SINOWA, China).

Analisis Estadistico

El andlisis se realiz6 mediante el pro-
grama estadistico SPSS 25. Se verifico que
los valores presenten una distribucion normal
antes de realizar el analisis de varianza para
comparar las medias de los diferentes esta-
dios (G1, G2, G3) de cada componente
bioquimico. Las diferencias entre medias fue-
ron evaluadas mediante la prueba de Tukey,
considerado una significancia de p<0.05.

RESULTADOS

El diametro folicular al momento de la
aspiracion fue similar en los tres estadios
(Cuadro 1). No hubo diferencias significati-
vas entre estadios de desarrollo folicular para
los niveles de proteina, albimina, triglicéridos
y colesterol del liquido folicular. Sin embargo,

Cuadro 1. Didmetro folicular en el dia 9
de la sincronizacion folicular con un
andlogo de GnRH en alpaca segun el
estadio de desarrollo folicular (9 alpacas

por grupo)

Estadio Media  Minimo Maximo
(mm) (mm)  (mm)
Gl 8.63+1.38 7 11
G2 898+144 76 12
G3 822+1.06 7 10

G1: estadio de crecimiento; G2: estadio de
estatica; G3: estadio de regresion

los niveles de glucosa fueron menores en el
estadio de regresion en comparacion con el
estadio de estatica (p<0.05; Cuadro 2).

DiscusioN

Los componentes bioquimicos del flui-
do folicular son esenciales para la madura-
cion y fertilizacion del ovocito, por lo que cam-
bios en su concentracion pueden afectar el
crecimiento y la calidad del ovocito (Leroy et
al., 2004; Gode et al., 2011).

Glucosa

La glucosa cumple un rol fundamental
en el metabolismo ovarico como fuente de
energia. Las diferencias encontradas entre
el estadio de estatica y regresion podrian su-
gerir un agotamiento de los contenidos de glu-
cosa en el estadio de regresion folicular. Se-
gun por Bravo et al. (1990), el periodo de
crecimiento y estatica se presenta a los 4.8 +
1.5 dias y 5.0 £ 1.6 dias, respectivamente, en
tanto que el periodo de regresion ocurre a
partir de 10-11 dias en adelante, lo que impli-
caria un tiempo suficiente para que los nive-
les de glucosa disminuyan debido al
catabolismo local de los carbohidratos (Ali et
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Cuadro 2. Concentracion de glucosa, proteina, albumina, colesterol y triglicéridos en
el fluido folicular en el dia 9 de la sincronizacion folicular, segun el estadio
de desarrollo folicular (9 alpacas por grupo)

Componente Estadios de desarrollo folicular
bioquimico Crecimiento Estatica Regresion
Glucosa (mg/dl) 37.04 + 8.58%° 41.19 +£9.99* 30.07 + 7.85°
Proteina (g/dl) 1.65+0.63 1.93+0.85 1.79 +£0.97
Albumina (g/dl) 1.14 £ 0.36 1.42+0.48 1.31+0.57
Colesterol (mg/dl) 15.82+7.7 18.3+7.43 11.08 +5.25
Triglicéridos (mg/dl) 11.3+5.12 12.35+5.84 10.78 £4.27

35 Superindices diferentes en la misma linea indican diferencia significativa (p<0.05)

al., 2008). Este hallazgo coincide con lo re-
portado por Gérard et al. (2002) en yeguas,
donde los contenidos de glucosa tendieron a
disminuir al pasar de la etapa dominante tem-
prana (20-22 mm) a la etapa dominante tar-
dia (30-32 mm). No obstante, los resultados
difieren de lo reportado por Pacheco et al.
(2019), quienes utilizan ovarios de animales
procedentes de centros de sacrificio y que
pueden afectar los niveles a nivel folicular.

La glucosa se origina a partir de la
glucolisis dentro de las células de granulosa
mural (Leese y Lenton, 1990, Collins ef al.,
1997) y por la afluencia de algunas molécu-
las del plasma sanguineo a los foliculos (Leese
y Lenton, 1990); de alli que una menor per-
meabilidad de la barrera folicular en el esta-
dio de regresion podria disminuir la afluencia
de glucosa a partir de plasma sanguineo. Los
cambios en la permeabilidad son factibles
debido a que las propiedades metabdlicas de
la barrera del foliculo cambian significa-
tivamente durante el crecimiento folicular
(Gosden et al., 1983).

En otras especies se ha observado un
comportamiento similar de disminucién en la
concentracion de glucosa en el fluido folicular,
pero relacionado al tamafo folicular. Ali et
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al. (2008) encontraron que el contenido de
glucosa en el fluido folicular e los dromeda-
rios disminuy6 a medida que los foliculos au-
mentaron de 5-9 mm (136 + 4.05 mg/dl) a
10-20 mm (77.09 £4.31 mg/dl), atribuyendo
el cambio a un efecto de dilucion, ya que com-
parativamente habria mas fluido presente en
los foliculos grandes que en los pequefos. Por
el contrario, en vacas lecheras se ha eviden-
ciado que la concentracion de glucosa fue
directamente proporcional al tamafo folicular
(Leroy et al., 2004).

Proteina total

Se encontr6 un ligero incremento, no
significativo, de los niveles de proteina del
estadio de crecimiento al estadio de estatica.
En este sentido, Vencato et al. (2014) eva-
luaron en llamas el perfil electroforético de
proteinas del fluido folicular en las tres eta-
pas del desarrollo del foliculo, encontrando
un aumento en proteinas de 250 kDa al pasar
de la fase de crecimiento a la fase de estati-
ca, lo que coincidiria con el comportamiento
observado en el presente estudio. Por otro
lado, Leroy et a/ (2004) indicaron que el con-
tenido de la proteina total en vacas lecheras
no difiere significativamente durante el cre-
cimiento folicular. Pacheco et al. (2019) re-
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porta valores diferentes, posiblemente debi-
do a la técnica de determinacion y a que es
este estudio se utilizaron animales vivos, no
indicandose el tamafio promedio de los
foliculos incluidos en la categoria de gran-
des.

Albumina

Losniveles de albumina no presentaron
diferencia significativa entre los estadios, por
lo que no habria asociacion entre el estadio
de desarrollo folicular y los niveles de albu-
mina. Pacheco et al (2007) reportaron valo-
res superiores de albumina (5.29 g/dl) con
relacion a los resultados obtenido en el pre-
sente estudio; no obstante, el fluido también
fue recuperado de foliculos >7 mm de ova-
rios procedentes de camal, por lo que se po-
drian haber generado cambios en la compo-
sicion regular in vivo de la albumina.

La albimina constituye mas de la mitad
de la proteina total, lo cual también fue ob-
servado en otros estudios en CSA (Vencato
et al., 2014; Huanca et al., 2017).

Colesterol

El colesterol folicular se origina a partir
de las células de granulosa y del suero san-
guineo mediante la captacion de lipoproteinas
plasmaticas (Endresen et al., 1990). En el
presente trabajo se evidencio una ligera y no
significativa disminucion en la concentracion
del colesterol al pasar del estadio de estatica
a regresion. En este sentido, Gérard et al.
(2002) observaron en yeguas que el conteni-
do de lipoproteinas disminuy6 significa-
tivamente al pasar de la etapa dominante tem-
prana (20-22 mm) a la etapa dominante tar-
dia (30-32 mm), comportamiento similar a este
estudio.

Triglicéridos
Los niveles de triglicéridos fueron simi-

lares en los tres estadios de desarrollo
folicular. En estudios similares, Huanca et al.

(2017) reportaron valores de 3.94 y 3.16 mg/dl
para foliculos >7 mm utilizando como induc-
tor de ovulacion al PS y GnRH, respectiva-
mente, sin encontrar diferencias significati-
vas. Por otro lado, Leroy et al. (2004) obser-
varon que la concentracion de este metabolito
aument6 en un 43% en el liquido folicular a
medida que el tamafio del foliculo aumentd
de pequefio (<4 mm) a grande (>10 mm) en
vacas lecheras.

CONCLUSIONES

e  Se observo una mayor concentracion de
glucosa en el liquido folicular durante el
estadio de estatica con respecto al esta-
dio de regresion folicular en las alpacas.

e  No hubo diferencias significativas en las
concentraciones de niveles proteina, al-
bumina, triglicéridos y colesterol del li-
quido folicular entre los tres estadios de
desarrollo folicular en las alpacas.
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