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ABSTRACT

The alpacas (Vicugna pacos) are animals with a complex reproduction, due to their poor
fertility and low rate birth. Because of this, searching for new techniques to improve the
productivity of Alpacas is constantly studied. The purpose of this research is to establish
connections between hormonal concentrations of intrafollicular estradiol, measured in
nanograms per millilitre (ng/ml.) and different follicular sizes during growth, selection,
dominance and atresia in the follicular development of the alpaca's ovary. In order to achieve
this, alpacas with proven ovarian activity were used (females with more than one birth). The
alpacas were subject to echography monitoring of their ovaries to determine the condition of
their follicular waves, the ovaries subtracted by laparotomy were subject to puncture for
extracting follicular fluid to determine the intrafollicular levels of estradiol through
radioimmunoassay. Results demonstrate that concentration of intrafollicular estradiol increases
according to the follicular development, and decreases significantly in atresia condition.
Therefore concentration of estradiol at the beginning of the wave is 13.2 + 11.3 ng/ml, during
selection 108.4 + 54 ng/ml, during dominance between 234 — 566 ng/ml, while in atresia 4.2
ng/ml. Being ideal for riding time when the intrafollicular concentration of estradiol is high in a

dominant follicle.
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RESUMEN

Las alpacas (Vicugna Pacos) son animales reproductivamente complejas, ya que tienen
baja fertilidad y baja tasa de paricion, es por ello el interés de desarrollar nuevas técnicas que
ayuden a aumentar la productividad de las alpacas. En el presente trabajo se busca establecer la
correlacion entre las concentraciones hormonales de estradiol intrafolicular, medidos en
nanogramos por mililitro (ng. /ml) y los diferentes tamafios foliculares en las fases de
crecimiento, seleccion, dominancia y atresia en el desarrollo folicular del ovario de la alpaca.
Para ello se utilizaron alpacas con actividad ovarica comprobada (hembras con méas de 1 parto).
Las alpacas fueron sometidas a monitoreo ecografico de los ovarios para determinar el estado de
las ondas foliculares, los ovarios extraidos via laparotomia fueron sometidos a puncion para la
extraccion del fluido folicular para determinar los niveles intrafoliculares de estradiol mediante
radio inmuno ensayo. Los resultados comprueban que la concentracion de estradiol intra-
folicular aumenta de acuerdo al crecimiento del foliculo, y decrece significativamente al entrar
al estado de atresia. Es asi que la concentracion de estradiol intrafolicular durante la fase de
crecimiento es de 13.2 + 11.3 ng/ml, durante seleccion de 108.4 + 54 ng/ml, durante la fase de
dominancia entre 234 y 566 ng/ml, mientras que en la atresia de 4.2 + 2.8 ng/ml. Siendo el
momento ideal para la monta, cuando la concentracion de estradiol intrafolicular se encuentra

alto en un foliculo dominante

Palabras claves: estradiol, alpacas, monitoreo ecogréafico, radioinmunoensayo



INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos son una especie animal que logran ovular mediante la
copula o por la administracion de hormonas como GnRH y HCG, también Ilamadas de
ovulacion inducida (Cervantes, 2007; Tibary et al. 2015); por lo que no tienen un ciclo estral
establecido y mantienen ondas foliculares continuas donde se observa un constante crecimiento,
maduracion y atresia de los foliculos, donde luego de regresionar, se da inicio a una nueva onda
folicular sin la presencia de la ovulacién. Este proceso se da de forma continua hasta que se da
la copula (Riveros et al., 2010; Ferrer et al. 2002; Gigli et al. 2006; Vaughan y Tibary, 2006).
Los ovarios pueden desarrollar una onda folicular intercalando ambos ovarios sin que este
afecte el desarrollo del foliculo en el otro ovario, pudiendo mostrarse la aceptacion del macho
en cualquier época del afio. Una vez que se presenta la ovulacion, con la consecuente
presentacién del cuerpo lateo, los niveles de progesterona se encontraran dominando,
influenciando en el comportamiento de la hembra, lo que se demuestra como rechazo a la monta

(Bravo, 2002).

Las ondas foliculares en los Camélidos Sudamericanos tienen una duracién promedio de
12 - 14 dias, donde la fase de crecimiento tiene lugar a 4 - 5 dias, la fase de dominancia 4 - 5
dias y la fase de regresion o atresia que dura 3 - 4 dias (Sumar, 2002; Bravo, 2002, Gigli et al.,
2006; Vaughan y Tibary, 2006). En llamas, se ha reportado la duracion de las fases de
crecimiento, maduracion y regresion de 4.8, 5 y 4 dias respectivamente, siendo 14 dias la
duracion de la onda folicular. La fase de crecimiento es de 4 — 5 dias, maduracion 4 -5 dias y
regresion en 3 — 4 dias en llamas y alpacas. Una vez que el foliculo se encuentra camino hacia la
regresion, un nuevo foliculo se desarrolla y se vuelve dominante, este proceso se puede dar del
mismo lado o en el ovario contralateral (Bravo, 2002). La duracion de la onda folicular esta

influenciada por especie animal, clima, locacion geogréafica (Vaughan y Tibary, 2006).



En multiples estudios se ha determinado que la copula es importante para desencadenar
la ovulacion en los camélidos sudamericanos, ya que el plasma seminal contiene un factor
potente que desencadena la reaccion que permite la liberacién de grandes cantidades de LH
(Bravo, 2002; Gigli et al., 2006; Tibary et al., 2015). Existe otros factores de gran importancia
para el desarrollo del foliculo y ovulacion, el cual esta ligado al tamafio del foliculo, donde
foliculos menores de 5 mm no son capaces de desarrollarse, debido a que no cuentan con la
cantidad suficiente de receptores para FSH/LH los cuales permite la estimulacion por sus
respectivas hormonas blanco, sin embargo se ha observado que esto no impide que las hembras
copulen teniendo foliculos de diferentes didmetros (Bravo, 2002; Gigli et al., 2006, Lenz et al.,
2007). Se ha podido observar que la ovulacion en la alpaca se produce alrededor de las 24-26
horas luego de la copula (Skidmore, 2005; Gigli et al., 2006) y alrededor de las 42 horas en la
llama (Gigli et al., 2006). Pero también se ha registrado las ovulaciones espontaneas en un 5%

de las hembras evaluadas (Bravo, 2002; Vaughan et al., 2004; Gigli et al., 2006).

La actividad ovarica esta regulada por factores externos e internos (Rosen et al., 2009).
El hipotalamo libera GnRH el cual actda sobre la glandula pituitaria anterior para la liberacion
de FSH (hormona foliculo estimulante) que permiten la divisién celular de la capa de granulosa
y formacion de la cavidad antral, ademas de ser un estimulo para la expresién de receptores para
LH (hormona luteinizante) la cual permite la liberacion del ovocito (Donadeu y Ginther, 2002;
Gigli et al., 2006). Cuando el foliculo se va diferenciando, las concentraciones de FSH
disminuyen debido a la produccién de inhibina por parte del foliculo que estd en proceso de
maduracion (Donadeu y Ginther, 2002). La alta produccién de inhibina producida por el
foliculo dominante actta locamente inhibiendo el desarrollo de los foliculos subordinados y en
forma sistémica, por un mecanismo de retroalimentacion negativo a la FSH a nivel de la

hipofisis.



La funcion de la LH es reiniciar la meiosis en el foliculo preovulatorio, desencadenar la
ovulacion y controlar el desarrollo y mantenimiento del cuerpo lGteo (CL). Ejerce su accion
uniéndose a receptores presentes en las células de la granulosa y células de la teca del foliculo
preovulatorio (Gigli et al., 2006). La expresion de los receptores para LH (LHr) es detectado en
las células de la granulosa de foliculos de 8 mm y aumenta a medida que el foliculo también
desarrolla. No se ha encontrado LHr en foliculos menores de 8 mm o subordinados debido a que
el foliculo en desarrollo es dependiente de FSH y cuenta con receptores para FSH (FSHr), quien
durante su desarrollo va adquiriendo dependencia por LH por lo que se expresa los LHr (Beg et

al., 2002; Beg y Ginther, 2006; Gigli et al., 2006)

Se han identificado otros factores que influyen sobre la calidad del ovocito como el IGF
(siglas en inglés: Insulin like growth factor), cuya estructura es similar a la insulina y son
producidos por las células de la granulosa, conformado por dos ligandos: IGF-I y IGF-II
(Armstrong y Webb, 1997; Glister et al., 2001; Gigli et al., 2006; Lenz et al., 2007).
Especialmente IGF-I es la encargada de la proliferacién de las células de granulosa y la
produccion de estradiol (Beg y Ginther, 2006; Gigli et al., 2006; Lenz et al., 2007). Ademas,
IGF-1 aumenta la sensibilidad de las células de granulosa hacia FSH incrementando la secrecién
de inhibina-A, activina-A y folistatina y aumentando la estimulacion del LH y produciendo
sintesis de andrégenos por parte de las células de la teca (Beg y Ginther, 2006; Lenz et al.,
2007). Ademas, se sabe que existen 6 proteinas que regulan la accién de las IGF (IGFBP) las
cuales tienen un rol competitivo sobre los receptores de los IGF (Gigli et al., 2006; Lenz et al.,

2007).

Las hormonas tales como estradiol, progesterona y prolactina han sido consideradas
como marcadores potenciales de la calidad ovocitaria (Kably et al., 2002, 2005) donde el
estradiol toma un papel importante. La formacion del estradiol inicia a partir del colesterol el
cual es convertido a androstenediona y luego a estradiol mediante la enzima aromatasa durante
el proceso denominado aromatizacion que se lleva a cabo en las células de la granulosa (Beg y
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Ginther, 2006; Gigli et al., 2006; Jamnongjit y Hammes, 2006). Cualquier falla a nivel de este
sistema estaria afectando la produccion de estradiol y tendria repercusiones sobre la salud de los
ovocitos (Carmona et al., 2010; Leroy et al., 2004; Teissier et al., 2000). Es asi que la
aromatizacion y las concentraciones de estrogenos son fundamentales para la madurez
ovocitaria (Kably et al., 2002) y aquellos que pueden convertir mas andrdgenos a estradiol son

los més saludables (Andersen, 1993).

La investigacion esta dirigida a determinar las concentraciones de estradiol

intrafolicular (ng. / ml.), y su relacién con los diferentes fases durante la onda folicular.



MATERIALES Y METODOS

1. Lugar de Estudio

El Proyecto fue realizado en la Universidad Peruana Cayetano Heredia, Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia (FAVEZ - UPCH):

Los animales fueron mantenidos en la estacion experimental de Lurin.

- El proceso quirdrgico para la obtencién y procesamientos de muestras, se realizaron en
el Laboratorio de Reproduccién Animal FAVEZ -UPCH.

- La evaluacion de las muestras de licor folicular a través el programa RIA PC fue

realizado en el laboratorio del Instituto de altura UPCH.

2. Selecciéon de Animales

Los animales procedentes de Huancavelica y Cerro de Pasco fueron mantenidos en la
estacion experimental de Lurin de la FAVEZ — UPCH. La edad promedio de las alpacas
utilizadas fue de 2 a 4 afos. La seleccion de las alpacas fue en base a su estado reproductivo,
usando hembras vacias con mas de 1 parto, con actividad ovarica comprobada o con 15 dias de

descanso post muerte embrionaria, aborto o muerte de la cria.

3. Manejo de Animales

Las alpacas tuvieron un mes de adaptacion, donde se hizo un tratamiento preventivo con
antibioticos (enrofloxaxina 1 ml /10 kg PV) y antiparasitarios (Ivermectina: 1 ml/ 10 Kg Pv y
albendazole, 5 ml) corte de ufias y esquila. La alimentacion fue en base de una formula

balanceada y ensilaje, ademas de agua Ad libitum. Fueron debidamente identificadas con aretes



numerados colocados a nivel de la oreja. Para guardar un registro de cada una de ellas se usaron
Historias Clinicas donde se registro el seguimiento ecografico de la onda ovérica asi como las

ocurrencias durante el periodo de estudio.

4. Disefo de Estudio

Las alpacas fueron sometidas a monitoreo ecografico de los ovarios en grupos de 10
animales escogidos al azar, previa evaluacion donde se clasificd a los animales que mostraban
un estado de onda folicular similares. Los animales a intervenir quirirgicamente fueron
escogidos al azar y los ovarios fueron extraidos via laparotomia. Las muestras fueron
clasificadas segun el tamafio de los foliculos durante la onda folicular y se hizo la coleccion del
fluido folicular para determinar los niveles intrafoliculares de estradiol mediante

radioinmunoensayo.

a. Monitoreo de la Actividad Ovarica

Esta actividad fue realizada en la estacion experimental de Lurin de FAVEZ — UPCH,
en un ambiente oscuro. El crecimiento folicular en los animales fueron monitoreados en forma
interdiaria mediante ultrasonografia haciendo uso de un ecografo marca ALOKA SSD - 500
con un transductor transrectal de 7.5 MHZ. Para el monitoreo se hizo grupos de 10 animales y
se monitored las ondas foliculares, desde que estaban en la fase de crecimiento hasta la fase de

atresia.

b. Obtencidn de las muestras

Los ovarios que presentaron foliculos correspondientes a la clase propia al estudio
fueron extraidos. La técnica quirdrgica consistié en laparotomia paramedial y ovariectomia. El

protocolo de anestesia consistio en xilacina (1 mg/ kg PV IM), tramadol (1.0 mg/kg PV IM), y



ketamina 10% (5 mg/ kg PV EV). La alpaca a intervenir fue colocada en de cubito lateral y la
incision se realizé6 medial a la tuberosidad coxal entre la regidn inguinal y pubica del lado del
ovario a extraer. Al término de la cirugia se realizd un tratamiento post operatorio con penicilina

— estreptomicina, y una solucién de violeta de genciana con piretroides (Curabichera, Spray).

c. Colecciéon de Muestras

Una vez extraido el ovario, fue recepcionado en Placas Petri estériles y fue llevado a un
area de trabajo en condiciones de esterilidad para no contaminar la muestra. Se procedié con la
aspiracion del licor folicular haciendo uso de jeringas estériles de 1ml y agujas estériles de 21

X1”

El licor folicular fue colocado en placas Petri estériles y mediante el uso de un
estereoscopio, se procedié a extraer el Complejo Cumulos Ovocito (CCO). El licor sin CCO fue
colocado en un microvial estéril debidamente identificado y fue centrifugado por 10 minutos a
2.5 rpm. El sobrenadante fue almacenado a temperatura de congelacién a -70°C hasta el

momento del analisis de dosaje Hormonal.

d. Clasificacion de Muestras.

Las muestras de licor intrafolicular obtenidas se clasificaron segun el didmetro del

foliculo al que pertenecian, de la siguiente manera:

A. G1 (n=5) Fase Crecimiento — foliculos sin diferencia de didmetro (2 — 4 mm)
B. G2 (n=6) Fase Seleccion —5—6 mm
C. G3 (n=8) Fase Dominancia I — foliculo de 7 — 8 mm

D. G4 (n=5) Fase Dominancia Il —foliculo de 9 — 10 mm



E. G5 (n=6) Fase Dominancia Il — foliculo >10 mm

F. G6 (n=6) Fase Atresia — foliculo en proceso de atresia.

Los foliculos fueron medidos con el uso de una regla milimétrica la cual fue colocada

debajo de la placa petri donde se recepciond el ovario.

Las alpacas que cumplieron su funcion en el proyecto fueron tratadas y posteriormente

donadas a diferentes instituciones sin dafiar su bienestar y salud.

e. Dosaje Hormonal

Se determiné los niveles de estradiol mediante la técnica de radioinmunoensayo RIA
con los kits comerciales para Estradiol DIA SOURCE, con estandares de 0, 18, 60, 150, 455,

1630, 3344 pg/ml.

Los tubos marcados se rotularon por duplicado para cada uno de los estandares,
muestras y controles. En cada tubo se vertié 1000 ul de E2 marcado con 1125, incluyendo
los tubos no recubiertos a las Cuentas Totales. Se incubo por 3 horas a 37°C en bafio Maria. Se
hizo la decantacion y el lavado de los tubos con 3 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto
los de Cuentas Totales) y se volvié a decantar. Finalmente se midié la actividad de cada tubo

durante 60 segundos en un Contador Gamma.

Los datos obtenidos fueron procesados mediante el programa RIA PC para obtener los

resultados reales de las concentraciones de estradiol.
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5. Analisis estadistico

Las variables obtenidas son las concentraciones de estradiol las que estan expresadas en
ng/ml y a las cuales se les aplicd correccion logaritmica, y estos datos fueron sometidos a
andlisis de varianza (ANOVA) con diferencia de medias por medio de la prueba de Tukey,

teniendo como factores de variacion las fases de la onda folicular.
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RESULTADOS

Se investigaron 36 ondas foliculares que se encontraron en los diferentes estadios de la
onda folicular, es decir, foliculos en crecimiento (desde 2 mm), foliculos en seleccion (5 — 6

mm), foliculos dominantes (7 — 10 mm) y foliculos atrésicos.

Tabla 1: Concentracion intrafolicular de Estradiol en diferentes fases de la
onda folicular de alpacas.

., Numero de Estradiol
Fase folicular Follijclzlnaqre:;?m) muestras (ng/ml)
(Foliculos) (X £ ES)
Crecimiento 2-4 5 13.2 +11.3°
seleccién 5-6 6 1084 + 54°
7-8 8 566.9 + 269.5°
Dominancia 9-10 5 367.5 + 189.9°
>10 6 2348 + 543°
Atresia 6 4.2 +28°

* Letras diferentes representa diferencia estadistica significativa.

Los resultados mostrados en la tabla 1 indican diferencia significativa en los niveles
intrafoliculares de estradiol entre los diferentes tamafios foliculares, donde los dominantes (7 —
10 mm) tienen niveles significativamente mas altos de estradiol que los foliculos atrésicos y en

crecimiento.

Se observd que los foliculos atrésicos mostraron los niveles mas bajos de estradiol

intrafolicular respecto a los que se encuentra en crecimiento, seleccion y dominancia,

presumiblemente a que estos foliculos perdieron toda capacidad de producir estradiol.
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En el grafico 1, se puede observar como el contenido de estradiol intrafolicular presenta
la tendencia a conforme el tamafio del foliculo crece y va decreciendo conforme el foliculo va

entrando a un estado de atresia.

Grafico 1: Variacion de estradiol (ng/ml) en las diferentes fases de la onda folicular
en alpacas
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DISCUSION

El licor folicular esta aislado del medio externo, por lo que ésta caracteristica permite
que los foliculos del mismo ovario sean independientes, en donde se puede encontrar diferentes
concentraciones hormonales en los foliculos de un mismo ovario, segin lo descrito por
Andersen y Byslov (2006) y Carmona et al. (2010); y que fue demostrado con el presente
ensayo. Asi mismo foliculos del mismo diametro y del mismo espécimen, pueden generar
foliculos de diferentes caracteristica, donde no todos contienen foliculos maduros o foliculos

aptos para la fecundacion (Carmona et al., 2010).

Se sabe que el liquido folicular provee un microambiente importante para el desarrollo
de los ovocitos y esta formado, principalmente, por constituyente del plasma sanguineo que
atraviesan la barrera sanguinea del foliculo y por compuestos de la actividad secretora de las
células de la granulosa y teca. (Rodgers e Irving, 2010; Revelli et al., 2009; Kably et al., 2002,
2005; Pacheco y Coila, 2007), por lo que cualquier cambio en la salud y nutricién del animal
podria estar influenciando la adecuada maduracién de los ovocitos (Leroy et al., 2004). Se tiene
varias hipétesis de como se forma el antro folicular, entre ellas la formacion de sustancias
generan un poder osmético: proteinas, hialuronan, glicosaminaglucoanos, bomba de Na-K
ATPasa, mecanismos de transporte trans-celular via acuaporinas, entre otros (Rodgers e Irving,
2010). Cualquier mecanismo de accién que permita la formacion del antro folicular es de gran
importancia ya que el correcto funcionamiento del sistema va a permitir la correcta maduracion

de los foliculos y en consecuencia del ovocito.

La relacion entre tamafio folicular y la concentracion de estradiol en alpacas estd de
acuerdo a lo anteriormente reportado en otras especies, ovinos (Carson et al., 1981), vacas (De

Wit et al., 2000; Fortune et al., 2004) y yeguas (Gastal et al., 1999; Ginther et al., 2002). En
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donde se sabe que el estradiol promueve el crecimiento del foliculo y la proliferacion de las
células de la granulosa, mejora la actividad de la aromatasa e incrementa sensibilidad de las
células de la granulosa a la FSH y LH por gue se potencializa la expresion de los receptores para
FSHy LH. (Beg et al., 2002, 2003; Donadeu y Ginther, 2002). Es por ello que sélo los foliculos
mayores de 5 mm tiene una respuesta ante el estimulo ovulatorio representado por la descarga
preovulatoria de LH luego de la cépula, mientras que los de menor calibre no tienen cantidad de
estradiol suficiente para estimular la produccion de receptores y con esto aumentar la
sensibilidad a LH (Acosta et al., 2005; Gigli et al., 2006; Vaughan y Tibary, 2006), por ende, no

pueden ovular.

Para que el foliculo pueda desarrollarse, es necesario que este obtenga receptores para
FSH, el cual es fundamental para el desarrollo del foliculo y consiga el desarrollo de las células
de la teca y de la granulosa (Gliggli et al., 2006). El adecuado desarrollo de las células de la
granulosa permitird la produccién de estradiol, mediante la conversion del colesterol por medio
de la enzima aromatasa (Zeleznik, 2004). Es por ello que al crecer, el foliculo va adquiriendo
mayor capacidad para la fabricacion de estradiol y por consecuente mayores niveles durante las
evaluaciones, tal cual se demostro en el presente ensayo, donde las concentraciones de estradiol
tiene relacion directa con el crecimiento del foliculo. Segun lo descrito por Revelli et al. (2009)
y Kojima et al. (2003), un medio intrafolicular con predominancia estrogénica esta asociado con
un buen crecimiento folicular y reduccion de la atresia del foliculo. La produccion de los
estrégenos es fundamental para el desarrollo del foliculo, al ser los encargados de estimular la
liberacion de otros mediadores quimicos que estimularan el desarrollo y maduracién del foliculo

y ovocito. (Jamnongjit, y Hammes, 2006).

Tal como lo mencion6 Fortune et al. (2004), los foliculos dominantes tienen mayor
concentracion de estradiol que los subordinados y los atrésicos, y los resultados demostraron lo

expresado, donde se pudo observar diferencia significativa entre ambos grupos de foliculos. Los
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foliculos dominantes adquieren receptores para LH, mientras que los receptores para FSH
disminuyen, permitiéndoles continuar con su desarrollo, mediante la reduccion de la
dependencia a FSH y aumentando la sensibilidad a LH. Ademas, conforme el foliculo crece, se
empieza a producir inhibina, la cual impide la produccion de FSH, haciendo que los foliculos
subordinados entren en estado de atresia, mientras que el foliculo dominante sigue
desarrollandose, continuando asi su produccién de estradiol. A la vez, los foliculos van
adquiriendo mayor irrigacién sanguinea, por lo que el medio del ovocito se enriquece de

nutrientes (Komar et al., 2001; Kably et al., 2002).

Como se observa en los resultados (Tabla 1) los foliculos atrésicos muestran cantidad de
estradiol inferior a los foliculos dominantes, esto debido a que el foliculo va perdiendo las
caracteristicas para la produccién de estradiol, esto fue anteriormente establecido para otras
especies como vacas (Ginther et al., 2002), yeguas (Ginther et al., 2002; Doneadou y Ginther,
2002) y humanos (Schneyer et al., 2000). En los foliculos atrésicos se pudo observar que han
perdido sus propiedades protectoras, como las células de la granulosa que lo cubren (Salcedo,
2016), asi mismo el estradiol se encuentra disminuido, esto debido a que el foliculo pierde la

capacidad de produccidn del estradiol generado por las células de la teca y granulosa.
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CONCLUSIONES

» Los foliculos dominantes son los que tienen niveles mas altos de estradiol en relacion a

los foliculos en crecimiento y en atresia.
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