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RESUMEN

Con ¢l objeto de comparar la categorizacion, cqndici()n y rendimiento de
complejos ovocito-camulus (COCs) de alpaca post morten por los métodos de slicing
y aspiracion folicular, se tomaron muestras de ovarios del matadero de la comunidad
de Iscahuaca (Cotaruse, Aymaraes, Apurimac), para ¢l método de aspiracion
folicular se usaron 98 ovarios de los cuales se tomaron solo los foliculos visibles de
2 a 6 mm de diametro utilizando una jeringa de 10 ml con una aguja de 21G x 1%
pulgadas, y luego se colocaron en un medio de lavado entre 5-10 ml en una placa de
Petri graduada; con el método de slicing (incision de la superficie del foliculo del
ovario) se emplearon 86 ovarios, los cualés se fijaron a.una pinza hemostética curva
para luego utilizando un bisturi incidir longitudinal y transversalmente todos los
foliculos visibles de 2 a 6 mm. Al comparar los métodos de aspiracion folicular con
el slicing, se obtuvieron por categoria 28.25, 34.92,27.67y 9.21% con 30.86, 37.04,
2284 y 9.26% en las categorias I, II, III y IV respectivamente (p>0.05) ; con
respecto a la condicién buena de COCs se obtuvo 63.17 y 67.90% para aspiracion
folicular y slicing (p>0.05) respectivamente; asimismo los métodos de aspiracion
folicular y slicing proveen 3.21 y 3.77 COCs por ovario (p<0.05) , asi como 2.03 y
2.56 COCs aptos por ovario respectivamente (p<0.05). Los resultados permiten
concluir que cualquiera de los métodos de aspiracion folicular y slicing posibilitan
similar recuperacion COCs aptos segin categoria, condicién y rendimiento por
ovario.

Palabras clave: Aspiracion, slicing, ovocito, COCs, alpaca.



SUMMARY

In order to compare the categorization condition and performance of
cumulus-oocyte complexes (COCs) alpaca post mortem by the methods of slicing
and follicular aspiration samples slaughterhouse ovaries community Iscahuaca
(Cotaruse, Aymaraes took Apurimac ), to the method of follicular aspiration 98
dvaries which were used were taken only visible follicles from 2 to 6 mm in diameter
using a 10 ml syringe with a needle of 21G x 1 % inches, and then placed in a
medium washing between 5-10 ml in a Petri dish graduated, with the method for
slicing (surface incision ovarian follicle) 86 ovaries were used, which were set to a
curved hemostat and then using a scalpel longitudinal impact and transversely across
the visible follicles between 2 and 6 mm. Comparing methods of follicular aspiration
with slicing, were obtained by category 28.25, 34.92, 27.67 and 9.21% to 30.86,
37.04, 22.84 and 9.26% for Class 1, II, III and I'V respectively (p> 0.05), with respect
to the good condition of COCs was obtained 63.17 and 67.90% for follicular
aspiration and slicing (p> 0.05) respectively, also methods of follicular aspiration and
slicing to provide 3.21 and 3.77 COCs per ovary (p <0.05) and 2.03 and 2.56 suitable
COCs per ovary, respectively (p <0.05). The results suggest that either method of
oocyte retrieval and slicing like COCs allow eligible under category, condition and
yield per ovary.

Key words: Aspiration, slicing, oocyte, COCs, alpaca.
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L INTRODUCCION

La crianza de los camélidos domésticos como las alpacas, es una de las
actividades de mayor importancia € impacto en el desarrollo socioeconémico de la
poblacién alto-andina de nuestro pais, no solo por su capacidad de adaptacion a las
dificiles condiciones medioambientales (alturas sobre los 4000 msnm), sino por su

utilizacién como una fuente alimenticia de proteina de origen animal (Huanca, 2007).

Cerca del 90% (3 592 249) de la poblacion mundial de alpacas se encuentran
en el Perti, a nivel del departamento de Apurimac se tiene 224 855 de alpacas (INEI,
2012). Los cuales constituyen el principal medio de sustento para muchos

productores de escasos recursos (PROREAL, 2009).

Debido a la baja productividad de esta especie, se busca <desarrollar
biotecnologias que contribuyan en adelante a la mejora de la eficiencia
reproductiva. Estudios han demostrado que la calidad de los Complejos Ovocito-
Cémulus (COCs) no varian cuando los ovarios son mantenidos en solucién salina a
temperatura entre 30 a 37°C hasta 8 horas (Lu, 1990); el desarrollo de los métodos de

recuperaciéon de complejos ovocitos-camulus de ovarios de alpaca postmorten en



matadero, pretende maximizar la cantidad de ovocitos aptos o buenos para
maduracion in vitro (MIV) y fertilizacion in vitro (FIV). Sin embargo, en los
procesos de FIV en el futuro, ésta se realizara en alpacas de alta calidad genética,
consiguientemente seran valiosos los métodos de recuperacion en la obtencion de
COC:s por animal y muchas veces por ovario, como ocurre en las especies en proceso
de extincion; por lo que, se hace necesario evaluar la eﬁciéncia de los métodos de
recuperacion de COCs del ovario de alpaca. En Camélidos Sudamericanos,
existe‘ una escasa informacion referida a la recuperacion de COCs de ovarios de

mataderos (Huanca, 2007).

La investigacion se realiz6 con el objeto de comparar los métodos de
aspiracion y slicing en la categorizacion, condicién y rendimiento de COCs

recuperados de los ovarios de la alpaca procedentes de matadero.



II. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de 1a investigacion

2.1.1. Obtencidn y transporte de ovarios

En vacunos, se colectaron ovarios de vacas (Calderon, 2005) y vacas
Cebu (Ahuja ez al., 2009), inmediatamente después del facnado y eviscerado en el
Frigorifico, luego se depositaron en un recipiente térmico con 1L de solucién
salina estéril (NaCl al 0.9%), adicionada con 100 mg de Estreptomicina y 80 mg
de Penicilina G Sédica a una temperatura de 30-35°C (Gonzailez et al., 1992a), 35-
36°C (Ahuja et al., 2009) 6 38°C (Calderdn, 2005). Seguidamente se transportaron
al laboratorio a las 2 a 3 h después de su coleccion (Ahuja et al., 2009; Gonzilez

et al., 1992a), 6 3 horas post faenamiento (Calderdn, 2005).

En alpacas, los ovarios obtenidos en matadero fueron recuperados y
levados en termos a temperatura ambiente al laboratorio, dentro de las tres horas

siguientes al beneficio (Ruiz ef al., 2011).



En otro estudio, se obtuvieron ovarios de alpaca de diferente raza y
luego fueron transportados hasta el laboratorio en un frasco térmico conteniendo

solucion salina fisiologica (NaCl al 0.9%) a 37°C (Gonzales ef al., 2009).

En la cerda, los ovarios provenientes de matadero, fueron
depositados en un termo de 500 ml de NaCl al 0.9%, y' preservado con antibidtico
y antimicotico (Penicilina 10 000 U.I/ml, Estreptomicina 10,000 microgramos/ml
y Anfotericina B 25 mg/ml). Luego fueron trasportados al laboratorio a una

temperatura de 25-30°C (Fernandez et al., 2010).
2.1.2. Mantenimiento de ovarios

En vacunos, una vez en el laboratorio, los ovarios se lavaron en
solucion fisioldgica temperada a 38°C (Calderon, 2005) 6 38.5°C (Ahuja et al.,
2009). Posteriormente los ovarios se mantuvieron en bafio Maria a 37°C en esta

misma solucion en un vaso de precipitado de 1000 ml (Calderon, 2005).

En alpacas, posteriohnente a su recuperacién, los ovarios son
colocados en solucion salina a 35°C, y luego una vez en el laboratorio son lavados
con suero fisiologico a 35°C, seguidamente secados con papel toalla para proceder
con ¢l método de recuperacion de COCs (Huanca et ai., 2007). En otro estudio
realizado por Gonzales et al. (2069), una vez en el laboratorio, los ovarios se
mantuvieron en bafio Maria a 37°C en solucion fisiologica (NaCl al 0.9%) en un

vaso de precipitado de 1000 ml.



2.1.3. Métodos de recuperaciéon de COCs

Para la produccion in vitro de embriones, la eficiencia del método de
recuperacion y la clasificacion de los COCs son un pre-requisito. Muchos
métodos tales como la aspiracion del material folicular, la diseccion de foliculos
aislados individualmente y el slicing de los ovarios han sido descritos para obtener
ovocitos inmaduros de ovarios procedentes de matadero; estos métodos podrian
incrementar el numero de COCs recuperados comparado con la aspiracion del

material folicular (Alm y Torner, 1994).

a. Aspiracion folicular

En el vacuno, para la recuperacion de los ovocitos, se aspiraron todos
aquellos foliculos entre 2-8 mm de didmetro (Calderén, 2005) o los COCs de los
foliculos ovaricos de 3 a 7 mm de diametro (Ahuja et al., 2009). La aspiracion se
realizd en forma manual utilizando una aguja de 18 G y jeringa de 10 ml la cual
contiene solucidn salina fosfatada y buferada (PBS), adicionada con 0.3% de
albumina sérica bovina, 100 mg/litro de estreptomicina y 80 mg/litro de penicilina
G sodica, a 37°C. El contenido de la jeringa se vierte en tubos conicos graduados
de vidrio de 15 ml, mantenidos en bafio Maria a 37°C (Calderdn, 2005). Después
de un reposo de 10 min, se aspira cuidadosamente con una pipeta Pasteur el
sedimento de cada tubo (Gonzalez et al., 1992b), luego son transportados a placas
de Petri temperadas para vaciar su contenido (sedimento) cuya superficie inferior
es previamente cuadriculado para facilitar la basqueda de los COCs. Estas placas

son mantenidas sobre una platina temperada a 37°C (Calderon, 2005).



En alpacas, una vez en el laboratorio, los ovarios fueron lavados con
suero fisiologico a 35°C, luego secados en papel toalla, para proceder a la puncion
de los foliculos mayores a 2 mm empleando una aguja 18 G; el liquido folicular
aspirado fue colocado en tubos Falcon de 50 ml, reposando por 15 min para ser
vertido en placas de Petri, y proceder a la basqueda de los COCs en el
estereoscopio, siendo luego trasladados a nuevas placas de Petri con solucion
salina fisioldgica a 35°C , donde fueron evaluados y clasificados (Huanca et al.,
2007). Por su parte Ruiz e al. (2011), aspiraron foliculos pequefios de 2-6 mm
con ayuda de agujas de 21 G X 1 ' en jeringas de 5 ml; el liquido folicular con
los COCs recuperados se deposito en tubos de 15 ml, luego mantenido a 37°C y
decantandose por 20 min. Se aspiro el sedimento, se deposit6 en placas de Petri y
se diluy6 en medio de oviducto sintético modificado suplementado con 25 mM
Hepes (Takahashi y First, 1992) y 1 mg/ml de albtimina sérica bovina, para su
posterior maduracién in vitro. En otro estudio Gonzales et al. (2009), para la
recuperacion de los complejos ovocito-camulus (COCs) utilizé el método de
aspiracion folicular, utilizando una jeringa hipodérmica de 10 ml y una aguja de
21 G, para aspirar los foliculos que oscilaban entre 4 - 6 mm, colocandolos en un
tubo de polipropileno (50 ml) mantenido a una temperatura de 37°C en bafio
Maria; luego de 10 min de reposo, se extrajo el sedimento del fondb del tubo

llevandolo a las placas de Petri, para su posterior maduracion in vitro.

En la cabra, los foliculos visibles de 2-6 mm fueron aspirados
usando una aguja 18 G hipodérmica con una jeringa de 5 ml estéril que

contenia 2 ml de medio; seguidamente los medios junto con COCs en reposo



fueron transferidos a una placa de Petri de 35 mm, luego fueron reposados
durante 5 min, permitiendo a los COCs instalarse; los medios excedentes fueron
extraidos por una jeringuilla sin interrumpir los COCs en el fondo de la placa de

Petri (Hoque et al., 2011).

En la cerda, los COCs obtenidos por el método de aspiracion folicular ,
fueron aspirados de foliculos de 3 a 5 mm, con una jeringa de 10 ml y aguja de 1
%2 calibre (1.20 mm x 38 mm), el contenido de las jeringas se vertid en tubos
conicos de 50 ml estériles, lo cual se dejo sedimentar media hora; el sobrenadante
se deposito en una placa de Petri, seguidamente se procedid a buscar y
seleccionar los COCs con citoplasma uniforme, rodeados de una masa compacta

de células del cimulus (Fernandez et al., 2005).
b. Slicing (Seccionamiento ovarico).

En el vacuno, los ovarios después de fijado en una pinza hemostatica
curva, superficialmente fueron incididos longitudinalmente y transversalmente
con una hoja de bisturi. Para la recuperacion de los COCs se lavaron por
inmersion en solucién salina fisiolégica conteniendo 0.5 mg/ml de alcohol
polivinilico. El liquido resultante fue pasado a través de una unidad de filtracion
EmCon, con el objeto de lavar y separar en forma simultanea los complejos
ovocitos-cumulus. El concentrado remanente de cada filtracion fue vertido en

placas de Petri de 100x100 mm (Gonzalez et al., 1992b).

En otro estudio, los ovarios de vacuno se fijaron a una pinza

hemostéatica curva, luego con un bisturi se incidié longitudinal y transversalmente



cada foliculo de 2-8 mm de didmetro visibles en la superficie del ovario,
seguidamente fue sumergido para lavarse con una suave presion cada area
seccionada en un medio de lavado entre 5-10 ml en una placa de Petri graduado y

protegido de la luz (Goémez et al., 2012).

En la cabra, por el método de slicing o corte, los ovarios fueron
colocados en una placa de Petri que contenia 5 ml en medio de coleccion de
COCs, con ayuda de forceps. Las incisiones fueron realizadas a lo largp de la
superficie ovarica usando una hoja de bisturi. Los medios de lavado junto con
COCs en reposo fueron transferidos a una placa de Petri de 35 mm; las placas de
Petri fueron dejados en reposo durante 5 min, permitiendo a los COCs
sedimentarse, los medios excedentes fueron extraidos por una jeringuilla sin

interferir a los COCs en el fondo de la placa de Petri (Hoque et al., 2011).

En la cerda, para obtener los COCs mediante el método de slicing, se
utiliz6 una hoja de bisturi estéril para realizar cortes sucesivos tanto longitudinales
como transversales en los foliculos de 3 a 5 mm, después de cortar se aplicé el
medio (TLHEPES-PVA) para lavar la superficie de los ovarios; el fluido
resultante se depositod en una placa de Petri y se vertio en tubos conicos -de 50 ml
estériles, posteriormente se dejé sedimentar media hora, se extrajo el sobrenadante
y se hicieron tres lavados posteriores con el mismo medio a intervalos de 15 min.
El paquete celular se deposité en una placa de Petri, luego se procedi6é a la
bisqueda y seleccion de COCs con citoplasma uniforme y rodeados de una masa

compacta de células del camulus (Fernandez et al., 2010).



2.1.4. Eficiencia de los métodos

En vacunos, por el método de slicing se obtuvieron una mayor
proporcion de COCs y de excelente calidad comparado con el método de
aspiracion. La disminucion en las tasas de recuperacion en el caso de aspiracion
folicular puede estar asociada a efectos nocivos sobre las capas de las células del
cumulus ejercidas por la fuerza de la aspiracion. El mayor nimero de COCs
obtenidos por el método de corte seriado puede estar explicado por Ia
recuperacion de COCs provenientes de foliculos menores de 2 mm de diametro
que estan en el interior del ovario; sin embargo, estos COCs tienen poco potencial
para sufrir maduracion meiodtica y desarrollo embrionario comparado con los
COCs recuperados de los foliculos presentes en la superficie del ovario, ya que los
COCs de foliculos internos pueden no haber adquirido aun la competencia para la

maduracion y desarrollo (Velarde y Gandarillas, 2005).

En otro estudio,al comparar los métodos de aspiracion folicular y
slicing , se obtuvieron por categoria 27.70, 21.13, 27.70 y 23.47% con 28,42,
17.89, 27.37 y 26.32% en las categorias A, B, C y D, respectivamente; con
respecto a la calidad de COCs obtuvo 46.24 y 48.83% para aspiracion folicular y
slicing respectivamente; asimismo los métodos de aspiracion folicular y slicing
proveen 4.26 y 5.32 COCs por ovario, asi como 2.46 y 2.08 COCs aptos por
ovario, considerados buenos para maduracién in vitro y fertilizacion in vitro

(Gbmez et al.,2012).

Asimismo, con ¢l método de aspiracion folicular hallaron 40.3,483y

10.9% para las categorias A, B y C, respectivamente, y con el método de slicing



encontraron 59.3, 33.0 y 7.5% de COCs para las respectivas categorias,
recuperando diferentes cantidades de COCs por categoria y por método de
recuperacion de COCs, logrando encontrar un total de 88.6% COCs de calidad
‘con ¢l método de slicing y con aspiracion folicular fue 92.3%( Gonzalez et al.,

1992a).

En otro estudio al aplicar el método de aspiracion folicular, se tomé
en cuenta los COCs de clase A y B como de calidad cultivable para su
maduracion in vitro, se obtuvo un rendimiento de 342 (88.3%) de CCCS
potencialmente cultivables respecto a 42 (10.9%) de COCs clase C no aptos

(Gonzalez et al., 1992b).

Asimismo, se hallaron mas COCs por el método del slicing que por
aspiracién folicular (63.3 y 22.1%); y la proporcion de COCs de categoria A
también fue mayor para el método de slicing (84.6 y 41.3%) que para el método
de aspiracion folicular; en ambos casos estaria explicado por la recuperacion de
COCs de la zona superficial y cortical (foliculos < 2 mm de diametro) del
ovaldo al usar el método de slicing y el uso de aguja 18 G para la aspiracion

folicular ( Hamano y Kuwayma.,1993).

Asi como, al comparar la aplicacion de los métodos de recuperacion
de COCs como la aspiracion folicular y seccionamiento (slicing), el numero de
COCs bovinos buenos (clase A) fue 952 + 4892 y 28.8 + 21.5 y malos (clase
B) fue 122.6 + 54.71; 70.0 + 47.86 respectivamente. Estos resultados indican que
¢l método de slicing produce un nimero mayor de ovocitos malos por-ovario. Se

atribuye esta condiciéon como un factor del método de recoleccion de poblaciones

10



heterogéneas de ovocitos de todos los foliculos pequeiios en el estroma -ovarico y

que muchos de estos ovocitos no sean desarrollado (Hernandez et al., 2010).

Mediante la aplicacién del método de aspiracién folicular, de ‘ovarios
de vacuno se obtuvo un promedio de recuperacion de 26.13% fueron de categoria
A, el 21.72% categoria B, ¢l 47.30% categoria C y el 4.85% categoria D,
obteniendo un promedio de recuperacion de 6.11 COCs por ovarioe, tomando

foliculos de 2-8 mm (Zarate, 2006).

En la cabra, se obtuvieron para el método de slicing 1.24 + 0.07, 0.67
+ 009, 094 + 007 y 1.28 + 0.13, para las categorias A, B, C y D, .
respectivamente y con el método de aspiracion folicular encontraron 2.29 + 0.08,
0.57 £ 0.08 ,0.63 £ 0.08 y 0.17 + 0.12 de COCs para las respectivas categorias ,
habiéndose recuperado diferentes cantidades de COCs por categoria y por método
de recuperacion de COCs, el numero total de COCs por ovario obtenidos por los
métodos de slicing y aspiracion folicular fue de 4.14 y 3.28. En este estudio para
el método de slicing las incisiones eran fueron dadas a lo largo de la superficie
ovarica entera usando una hoja de bisturi, para el método de aspiracion solo se
tomaron los foliculos vesiculares de 2 a 6 mm con una aguja hipodérmica 18 G

(Hoque et al., 2011).

En alpacas, por el método de aspiracion folicular se encontraron una
tasa de recuperacion de 68.6 y 54.5% transportando los ovarios recuperados en
solucion salina a 35°C y 4°C desde el faenamiento hasta el laboratorio,
respectivamente. Asimismo, en ¢l grupo que fueron transportados a 35°C se

lograron 54 y 46% de ovocitos aptos y no aptos, respectivamente; y en €l grupo
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que fueron transportados a 4°C se lograron 36 y 64% de COCs aptos y no aptos

(Huanca et al., 2007).

Mediante el método de aspiracién folicular recolectaron en promedio
3.5 complejos ovocito-camulus (COCs) por ovario de alpaca, recuperandose 667
COCs, y stendo seleccionado el 69% de ellos como apto para la maduracion in
vitro {Ruiz et al.,, 2011).Se consideraron como aptos cuando tenian dos o mas
capas de células de la granulosa rodeando al ovocito y con un citoplasma de color
homogéneo, siendo descartados los ovocitos con cimulo expandido, parcial o

totalmente desprovistos de células de la granulosa (Ratto et al., 2005).

Empleando el método de aspiracion folicular recuperaron un total de
180 COCs, aunque hubo ovarios en donde no se pudo recuperar COCs, ya que
estos presentaban quistes luteales y/o foliculares y en algunos casos los animales
se encontraban en estado de anestro. Con respecto a la seleccion de los COCs,
solamente se seleccioné 80 (44.4%), debido a que muchos de los COCs
recuperados presentaban caracteristicas anormales como el citoplasma
heterogéneo y ovocitos sin simetria. Sin embargo los COCs que fueron
seleccionados presentaban muchos indicadores morfoldgicos 6ptimos como el
cimulus parcial y total, citoplasma homogéneo y simetria normal respectivamente

(Gonzales et al., 2009).

2.1.5. Busqueda de Complejos Ovocito - Climulus (COCs)

En el vacuno, los COCs se buscaron con un estereoscopio a un

aumento de 20X 6 40X, una vez identificados fueron depositados en una placa de
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Petri la cual contenia PBS mantenida sobre la platina temperada a 37°C (Calderén,
2005). El fluido folicular conteniendo COCs con al menos dos capas de células
del cumulus intactas y con citoplasma granulado homogéneo se transfirieron a

una placa de Petri, para iniciar el proceso de maduracion (Ahuja et al., 2009).

En la alpaca, se seleccionaron los COCs bajo un microscopio
estereoscopico, el fluido folicular contenia COCs de dos o mas capas de células
de la granulosa rodeando al ovocito y con un citoplasma de color homogéneo,
siendo descartados los COCs con cumulus expandido, parcial o totalmente

desprovistos de células de la granulosa (Ruiz et al., 2011).

2.1.6. Clasificaciéon de Complejos Ovocito - Cimulus (COCs)

En alpacas, utilizando una clasificacion empleada en gatas, los COCs
se clasificaron de la siguiente manera: Ovocitos categoria I o excelentes
(presentan citoplasma oscuro uniforme combinado con cinco o mas capas
compactas de cumulus), Ovocitos categoria II o buenos (presentan citoplasma
oscuro uniforme, conjuntamente con una corona radiada completa pero menos de
cinco capas del camulus), Ovocitos categoria IIl o regulares (presentan una
pérdida de la uniformidad del citoplasma, la corona radiada se presenta
incompleta y las capas del cimulus presentes son menos compactas) y Ovocitos
categoria IV o malos (presentan citoplasma no homogéneo o francamente
fragmentado y las células de la corona y del cimulus se encuentran disgregadas o

ausentes en su totalidad) (Huanca et al.,2007).

Asimismo, se clasifico a los COCs por sus caracteristicas, mediante las

siguientes categorias: Categoria I (COCs con 5 0 mas capas compactas de células
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del cumulus y citoplasma homogéneo), Categoria II (COCs con 2-4 capas
compactas de células del cimulus y citoplasma homogéneo), Categoria ITI (1 capa
o menos de células de la granulosa o parcialmente denudado y/o citoplasma
vacuolado) y Categoria IV (ovocito denudado y/o citoplasma granular) (De

Loose et al., 1989).

Asi como, se tomaron en cuenta indicadores morfologicos en el
cumulus como el numero de capas compactacion y trasparencia en el citoplasma

del ovocito (color, densidad y tamaiio de los granulos) (Gonzales et al., 2009).

En los vacunos, se propuso el siguiente esquema de clasificacion de
acuerdo a la apariencia de las células del cimulus y del ovoplasma: De Categoria
1(presentan tres capas compactas de células del cimulus que los rodean en toda su
superficie), Categoria 2 (se presentan rodeados parcialmente por tres capas
compactas de células del camulus), Categoria 3 (se encuentran rodeados por
células del camulus expandidas), Categoria 4 (ovocitos denudados) (Leibfried y

First., 1979). -

En otro estudio, se clasificaron a los COCs de la siguiente manera:
Clase A (ovocitos compactos con células del cumulus denso), clase B (ovocitos
parcialmente denudados con cimulus delgado o peqﬁeﬁos remanentes de células
del cimulus) y Clase C (ovocitos denudados). Asimismo Gonzales ef al. (1992a),
clasificaron a los complejos ovocito-camulus en: COCs A (cumulus denso y
compacto), COCs B (parcialmente denudados con un estrato delgado de células o
un pequefio remanente de células del camulus), COCs C (denudados o

desprovistos del camulus ooforus) (Shioya er al., 1988).
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En Ovinos, para evaluar la calidad de los complejos ovocito- camulus
(COCs) previamente clasifico en Clase A (completamente rodeados por células
del camulus), Clase B (parcialmente rodeados por células del camulus) y Clase C

(ovocitos denudados) (Escobar, 2007).

En la cabra, se clasificéd los COCs en 4 categorias sobre la base de
células de cimulus y nicleo, como: Grado A (ovocitos completamente rodeado
por células de cumulus), Grado B (el ovocitos parcialmente rodeado por células
del camulus), Grado C (ovocitos no rodeado por células del camulus) y Grado D
(degeneracion observada tanto en ovocitos como células de ciimulus) (Hoque ef

al., 2009).

En la cerda, se seleccionaron complejos ovocito-cimulus de

citoplasma uniforme y rodeados de una masa compacta de células del cimulus

-(Femandez et al., 2010).
2.2. Bases tedricas
2.2.1. Distribucion de camélidos sudamericanos

La poblaciéon de alpacas se encuentra en el Pera (3 592 249), donde
la mayoria se encuentran en los departamentos de la sierra sur, particularmente
Puno, Cusco, Huancavelica, Arequipa y a nivel del departamento de Apurimac se
tiene 224 855 de alpacas (INEI, 2012). El 80% de la produccién de camélidos
sudamericanos se desarrolla en las regiones andinas de Ecuador, Perti, Bolivia,

Argentina y Chile (Huanca, 2007).
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2.2.2, Importancia de los camélidos sudamericanos

En la actualidad la crianza de los camélidos domésticos constituye una
de las actividades de mayor importancia e impacto en el desarrollo
socioecondmico de la poblacion alto andina del Peri. Estos animales han
adquirido a lo largo del tiempo una notable capacidad de adaptacion a las dificiles
condiciones medioambientales existentes en estos territorios. El habitat natural de
la alpaca son los ecosistemas andinos localizados entre los 3 800 y 5 000 metros
sobre el nivel del mar, cuyos pastos son muy pobres en nutrientes debido a las
condiciones del suelo y la erosion; las alpacas son capaces de alimentarse en estos
pastos, que ademads, presentan un elevado contenido en taninos, toleran las bajas
temperaturas y las inclemencias meteorologicas y son mas resistentes a las
iﬁfestaciones parasitarias que las vacas y ovejas. Bajo estas condiciones adversas
producen fibra de una calidad excepcional y proteinas de origen animal destinadas
al consumo humano, en zonas geograficas en las que no es viable la explotacion
de-otras especies domésticas. Al menos un milléon y medio de personas se dedican
a la crianza de camélidos en la region alto-andina del Perti. Las areas productoras
de camélidos sudamericanos en el Perd incluyen las provincias con mayor
pobreza y marginalizacion; sin embargo, esta produccion aun no representa una
via directa para reducir la pobreza y marginalizacion de sus productores, a pesar
de la demanda incremenfada por los sub productos de esta especie (Huanca,

2008).

Lo anterior refleja un contexto de produccion complejo, afectado por

la limitada disponibilidad y el uso no conservativo de los recursos naturales que
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determinan baja productividad de los rebafios de alpacas, pequefias escalas de
produccion y una débil integracion de las cadenas productivas con las del mercado

(De Los Rios, 2006).

2.2.3. Anatomia del ovario de alpaca

El tamafio y la forma de los ovarios varian con la edad 'y con su
contenido de foliculos y cuerpos liteos. Asi, su longitud oscila entre los 5y 12
mm y su peso entre los 1.9 y 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 diametro esta comprendido entre los 3 y 5 mm. La
presencia de foliculos maduros y, sobre todo, de cuerpos liteos le confiere al
ovario un aspecto lobulado. Cada ovario esta rodeado completamente por un largo
pliegue del mesosalpinx con forma conica denominado bursa ovarii, cuya porcion
apical forma un amplio orificio circular que comunica con la fimbria del oviducto

(Bravo, 2000).

En llamas, los foliculos varian en diametro, desde pequeiias
estructuras de 3 mm dispuestas alrededor de la periferia del ovario y los foliculos
pre-ovulatorios son de 7 a 16 mm de tamafio, con una media de 10.6 mm de

didmetro, los que sobresalen de la superficie del ovario (Adams et al., 1989).

Los ovarios se ubican en la cavidad abdominal, perpendicular a la
séptima vértebra lumbar suspendidos por el mesovario, dispuestos dorso

lateralmente a los cuemnos uterinos (Solis, 1997).
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Tabla 01. DIMENSIONES Y PESO DE OVARIOS EN CAMELIDOS
SUDAMERICANOS '

Ovario Alpaca Llama Vicuia  Guanaco

Ovario derecho

Longitud (cm) 1.6+03 13-25 1.3 1.5
Profundidad (cm) 1.1+02 14-20 0.7 -
Ancho (cm) 1.1£02 06-1.0 1.0 -
Ovario izquierdo
Longitud (cm) 1603 15-25 12 -

" Profundidad (cm) 1.1+02  1.5-25 0.7 -
Ancho (cm) 1.1+02 05-1.0 1.0 -
Peso (8 1.4 24 1.2 -

Fuente: Adaptado de Bravo, (2002).
2.24. Fisiologia reproductiva de la hembra
a. Pubertad

La pubertad, en los mamiferos, se alcanza cuando el animal es capaz
de liberar gametos y de manifestar comportamiento sexual. Si bien los
mecanismos endocrinoldgicos sobre el inicio de la pubertad no se han descrito en
camélidos sudameﬁcanos, en otras especies se sugiere que la inactividad
hipotalamica es la responsable de mantener el estado prepuberal, evidencias
sefialan que en bovinos y ovinos existe un efecto de retroalimentacion negativa dé
los estrogenos ovaricos antes de la pubertad sobre €l pulso generador de GnRH
(Kinder et al., 1987); pero conforme se acerca la pubertad este efecto disminuiria,

convirtiéndose paulatinamente en un mecanismo de retroalimentacion positiva
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provocando el aumento de las concentraciones circulantes de gonadotropinas, por
incremento en amplitud y frecuencia de sus pulsos periddicos, necesarios para la

maduracion folicular y ovulacion (Hafez, 1996).

En bovinos, la pubertad ocurre hacia los 12 meses de edad, en-ovinos a
los seis o siete meses (Hafez, 1996); tiempo que estaria influenciado por el efecto
de la nutricion sobre la maduracion sexual. Estudios sefialan que la subnutricién
serfa un inhibidor de la secrecion pulsatil de LH al reducir la secrecion de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), secrecién que estaria relacionada
con la informacion del estado metabdlico del animal (Schillo, 1992) que se
sugiere serfa brindado por la leptina al sistema nervioso central (Mantzoros,
2000), de este modo la leptina serviria como una sefial para el inicio de la
pubertad (Baldelli er al., 2002), al estar relacionada con la activacion del eje
hipotalamo-hipofisiario-gonadal cuando el nivel energético corporal en el animal
es el adecuado para desempeiiar una funcion reproductiva normal (Mantzoros,

2000),

En las alpacas a partir de los 12 meses de edad, se puede mostrar
actividad sexual seguida de ovulacion y fertilizacion (Novoa et al., 1972), donde
el inicio de la pubertad se relaciona mas estrechamente con el peso corporal, por
lo que se recomienda un peso no menor a 36 kg para obtener tasas de natalidad

similares a las de adultos (Sumar, 1983).
b. Comportamiento sexual

La alpaca hembra en estado de receptividad sexual, al ser requerida por

el macho se deja montar y adopta una posicién decubito ventral aceptando la
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coOpula, a veces algunas intentan escapar pero luego de varios intentos del macho
lo aceptan, mientras otras se acercan a una pareja en copula, huelen al macho y se
echan a su lado (Fernandez Baca, 1971). La alpaca asume una actitud muy pasiva

durante la cépula (Sumar, 1997).

Los camélidos no presentan un ciclo estral definido que sea comparable
en otras especies (Novoa, 1992; Zuiiiga, 1958; Rodriguez, 1959). Se ha observado
que a partir de los 12 meses de edad en alpacas muestran una conducta sexual
similar a las adultas de 2 a mas afios de edad (Novoa, 1972). Las alpacas o llamas
hembras, en ausencia de la estimulacion copulatoria, muestran periodos de
receptividad sexual hasta de 40 dias, con breves periodos de rechazo al macho,
que puede durar 48 horas (San Martin ef a/, 1968); esta actividad probablemente
se deberia a ondas foliculares continuas de larga duraciéon con presencia
aparentemente continua de un foliculo estrogénico y su consiguiente secrecion de

estrogenos (Novoa, 1989; Fernandez Baca, 1993).

La duracion de la copula es variable, en empadre libre se registra 8.1 £
5.4 min y en empadre controlado 17.5 + 12.1 min (Novoa, 1991); a veces se

prolonga por mas de 50 min (Fernandez Baca, 1971).

La receptividad sexual en alpacas pareceria estar en relacion con el
grado de desarrollo de los foliculos (Fernandez Baca, 1971). La inexperiencia
sexual de la hembra también afecta el comportamiento de receptividad (Pollard et
al., 1995) y las hembras no receptivas escapan del macho, escupen y patean
(Sumar, 1997). La no receptividad es una caracteristica diferencial entre

hembras prefiadas y vacias; puesto que se considera que dentro de los 18 a 20 dias
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posteriores a la monta, cuando la receptividad no estd presente es debido a la
prefiez (Fernandez-Baca, 1971), por gl efecto inhibitorio de la progesterona. En
relacion a la efectividad de determinar prefiez en llamas mediante conducta sexual
a los 16 dias post servicio, ésta fue de 76.2% al compararla con el diagndstico

ecografico a los 17 dias post servicio (Cardenas et al., 2001).

En otro estudio, se encontraron que a los cuatro primeros dias
posteriores al parto las hembras pueden ser receptivas al macho y copular, sin
embargo la fertilizacion se logro sélo a partir de los 5 dias en un 30%, mientras
que a los 10 dias en un 70% (Sumar et al.,1972). Asimismo, el porcentaje de
ovulacion fue mayor en hembras con un periodo postparto 20 dias (Bravo er al.,
1995a). La involucion uterina completa fue observada en un 63% de hembras a

los 21 dias postparto (Bravo ez al., 1995b).
¢. Ovulaciéon

Los camélidos son especies de ovulacion inducida por la cépula, su
estimulo proporciona el impulso nervioso necesario para desencadenar la
secrecion hipofisiaria de la hormona luteinizante (LH), responsable de causar la
ruptura folicular y la consiguiente liberacion del évulo (Ferndndez Baca, 1971).
Estudios en bovinos sefialan que previo al proceso de ovulacién ocurre
disociacion y descomposicion progresiva de diversas capas celulares que rodean
el apice del foliculo pre-ovulatorio como resultado de las actividades de enzimas
proteoliticas producidas por las células de la granulosa, por fibroblastos
circulantes o por ambos en respuesta a LH, progesterona (P,) y prostaglandina

(Hafez, 1996); debido a que cuando la ovulacion es inminente, se produce un
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incremento progresivo de las células apoptdsicas, en la superficie epitelial del

ovario, tunica albuginea, y pared apical del foliculo (Murdoch, 1995).

La ovulacion puede ocurrir 26 a 30 horas después de la copula (San
Martin et al., 1968) o puede ser inducida artificialmente entre las 24-30 horas pos
inyeccion de gonadotropina corionica humana (hCG), de hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) y de LH (Fernandez Baca, 1971; Huanca et al, 2001). La
ocurrencia de ovulacion en llamas se reporta independiente del tipo de monta o
del estado de lactacion (Adams er al:, 1990); concordando con resultados de

Bravo y Sumar (1985), en alpacas.

El semen total de alpaca y toro aplicados intra-vaginalmente tienen un
factor de induccién de ovulacién en alpacas en receptividad sexuél, sefialandolo
como un nuevo mecanismo de ovulacion, aunque sus efectos sobre el sistema
endocrino y fisioldgicoe de la hembra alpaca o llama aun no se conocen (Rios ef al.
,1985), Asimismo, se ha reportado uﬁ 5 a 10% de ovulaciones espontdneas en
alpacas que no fueron privadas totalmente de estimulos visuales, olfatorios y
auditivos del macho (Sumar, 2000); o hasta un 42.86% frente a la sola presencia
del macho. El incremento de las concentraciones de LH, ha sido observado 15
min después de iniciada la copula y a las 2 horas en el pico pre-ovulatorio (3-8
ng/ml); volviendo a su nivel basal (0.96 ng/ml) a las 7 horas; también se observé
que den;tro de las 24 horas, una segunda cépula no provoca una liberacion
significativa de LH (Bravo ef al., 1992). Sin embargo, esto ultimo contrastaria con
. los resultados obtenidos por Sumar y Alarcon (1989) en tasas de natalidad versus

el numero de servicios, ya que estas tasas fueron superiores en alpacas que
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recibieron dos servicios frente a las de un solo servicio. Asimismo, se encontré
que en alpacas que recibieron copulaciones adicionales en los dias 3 y 4 post
ovulacion hubo una tendencia porcentual de mayor sobrevivencia embrionaria y

de prefiez (Aparicio, 2001).

La copula es relativamente larga en los camélidos sudamericanos y
con periodos variables (Sumar, 1997). Existen trabajos que refieren que a mayor
tiempo de duracion de la copula se obtiene mayor porcentaje de alpacas que
ovulan, sin embargo se ha encontrado que en varios casos hembras con mas de 20
min no llegan a ovular mientras que otras con 5 min si lo hacen (Vivanco et al.,

1985).

Existen fallas ovulatorios post copula, que no han sido totalmente
explicadas, sefialandose que podria ser atribuida a una sensibilidad disminuida de
los foliculos a los niveles circulantes de LH debido a las variaciones en los

estadios de maduracion folicular (Fernandez Baca, 1971, Novoa, 1989).

En un estudio se sefiala que hembras con foliculos pequefios liberaron
menores cantidades de LH (29.1 ng/ml/6h) comparados con aquellas con foliculos
mayores en maduracion (55.1 a 62.4 ng/ml/6h) o en regresion (63.7 ng/ml/6h), y
que no ocurrié ovulacion en aquellas con foliculos menores a 7mm de didmetro al
momento de la copula (Bravo et al., 1991), esto Gltimo estaria relacionado con la
adquisicion de los receptores de LH a estados évanzados del desarrollo folicular

(Gore-Langton y Armstrong, 1994).

En vacunos se conoce que el balance energético negativo decrece la

secrecion pulsatil de LH, afectando el crecimiento folicular y la oportunidad de
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que se presente ovulacion ya que no ocurre el pico pre-ovulatorio de LH (Schillo,

1992).

En otro estudio se sefiala a la edad como un factor importante de falla
de ovulacidn, llegando a ser de 74% en alpacas de un afio de edad con pesos 35

kg frente a un 23 a 31% en alpacas adultas (Bravo y Sumar., 1985).

Después de la ovulacion se forma el cuerpo luteo, indicado por su
presencia se sefiala que la actividad ovulatoria es similar entre ovario derecho e
izquierdo en llamas (Sumar y Leyva, 1979) y alpacas (Fernandez Baca, 1971).
Ovulaciones multiples, en la mayoria dobles, ocurren en un 10% de alpacas
después de la copula (Fernandez-Baca, 1971) y en un 20% después de la
inyeccion de hCG (Fernandez-Baca, 1993), pero partos multiples en raras
ocasiones, siendo en llamas el nacimiento de mellizos mas frecuente que en

alpacas pero sin dejar de ser ocurrencias eventuales (Sumar, 1997).
d. Cuerpo Liiteo

Producida la ovulacion, se da inicio a la organizacion estructural y
funcional del cuerpo lateo (CL) por accién de la LH; las células tecales se
luteinizan para dar lugar a las células luteales pequefias, ademas se produce la
hipertrofia y luteinizacion de las células de la granulosa dando lugar a las células
luteales grandes; ambas células luteales son responsables de secretar progesterona

(P,) (Hafez, 1996).

El CL aumenta gradualmente de tamafio y actividad secretoria de Py,

existiendo correlacion entre si (Fernandez-Baca, 1971); siguiéndose un patron
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similar de P4 en llamas y alpacas, aunque para el dia 4 las concentraciones sean

significativamente mas altas en las ultimas (Aba ef al., 1995).

En alpacas el CL alcanza su maximo didmetro (14 mm) en los dias 8-
9 post copula o post inyeccion de hCG declinando marcadamente en ausencia de
prefiez para el dia 12 y la regresion completa se observa el dia 18; asi mismo, la
concentracion de progesterona es elevada en el dia 8 (441 £ 0.36 ng/ml),
declinando hacia el dia 18 a 0.23 + 0.04 ng/ml; en alpacas prefiadas ocurre un
comportamiento similar hasta el dia 8, pero se produce una declinacion alrededor
del dia 13 y posteriormente los valores se recuperan entre el dia 18 y 23

(Fernandez-Baca et al., 1970).

En llamas, con el uso de ultrasonografia, se observo que el CL alcanza
su maximo didmetro en los dias 5.9 (13 mm) y 21,4 (16 mm) post ovulacion en no
prefiadas y prefiadas respectivamente; habiendo en ambas una caida de
progesterona en el dia 8 post ovulacion, que se recupera después del dia 10 en
prefiadas (Adams et al., 1991). Aba et al. (1995) sefiala que una disminucién
transitoria en las concentraciones de P, fue observada en llamas y alpacas
prefiadas entre los dias 8 y 18 post ovulacion. La caida momentinea de Py
representaria la iniciacion de la regresion luteal inducida por el utero, donde se
sugiere que la prostaglandina F,, (PGF,, podria estar involucrada (Fernandez-
Baca, 1993), pero que seria rescatada tanto por el embrién presente y en desarrollo
(Sumar, 1997) quien produciria una sefial para su reconocimiento maternal (Aba
etal., 1995y pbr la accién de un mecanismo antiluteolitico en los dias 10 - 12

post monta que protegeria al CL (Aba et al., 1997).
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En alpacas y llamas no prefiadas, un incremento de la secrecion de
PGF», se observo desde el dia 9 al 12 post copula alcanzando picos de valor alto;
en animales prefiados el incremento fue lento, pero el dia 24 alcanzé valores
considerablemente altos comparados con los registrados en el dia 4 (Aba et al,,

2000).

En otro estudio encontraron que la prostaglandina exdgena afecta la
vida del CL cuando se administra después del dia 4 de la fase luteal inducida,
sugiriendo que la PGF,, es el agente luteolitico en camélidos (Leyva y

Garcia. ,1999Db).

El eje hipotalamico hipofisario de la alpaca es sensible al efecto
inhibitorio de la P4 y los dias de receptividad sexual que normalmente presentan
las alpacas después de la ovulacion se sugiere sean porque los niveles de Py
secretados por el CL son ain insuficientes para ejercer el efecto inhibitorio (Leyva
y ‘Garcia, 1999a). Al dia S post ovulacion desaparece la conducta de receptividad
al macho, continuando asi durante la permanencia activa del CL; si no ocurre
fertilizacién, el CL involuciona a partir del dia 13 post ovulacion, retornando la

receptividad al macho (Fernandez Baca, 1971).

2.2.5.  Endocrinologia y dinAmica folicular
a. Eje hipotdlamo-hipofisiario-gonadal en la hembra

El control de la reproduccion en la hembra esta determinado por una
compleja interaccion entre hormonas hipotalamicas, hipofisarias y gonadales.

Estudios en bovinos y ovinos sugieren que la leptina estimularia la activacion del
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eje, al servir como sefial para el sistema nervioso cuando las reservas criticas de
grasa sean adecuadas para la secrecion de la hormona liberadora de las
gonadotropinas (Mantzoros, 2000; Baldelli ef a/., 2002). La hormona liberadora
de las gonadotropinas (GnRH) es secretada en forma pulsatil desde el hipotalamo
y desempefia un rol clave en los procesos reproductivos, actuando sobre
receptores de membrana especificos situados en las células gonadotrofas de la
hipéfisis y de este modo controlar la sintesis y secrecion de las gonadotropinas,
hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona Luteinizante (LH) responsables
de estimular la esteroidogénesis y gametogénesis (Brooks y McNeilly, 1996). En
las -especies de ovulacién inducida, como los camélidos, la estimulacion coital
provoca un reflejo neuro endocrino que activa el centro de la GnRH, permitiendo
una secrecion pulsatil de LH (Arthur, 1991); sin embargo no se afecta la secrecion

de FSH (Bravo et al., 1991).

La FSH es una hormona esencial para el inicio del desarrollo y
mantenimiento de los foliculos ovaricos en los mamiferos, en presencia de LH
estimula la secrecion de estrogeno por los ovarios; la LH estimula la produccion
de testosterona en la teca interna y la FSH estimula la aromatizacion de
testosterona a estrogeno en las células granulosas del foliculo ; el incremento de la
concentracién de estrégeno circulante tiene un efecto positivo sobre el
hipotalamo, dando por resultado la secrecion pre ovulatoria de LH y FSH (Hafez,
1996). El rol principal de ésta secrecion de LH es la induccion de la ovulacion,
luego de la cual las células del foliculo ovulatorio se luteinizan y empieza la
secrecion de P4, la cual tiene un efecto de retroalimentacion negativa en el
hipotalamo, al prevenir la secrecion de GnRH y desensibilizar a los gonadotrofos
a la accion de la GnRH (Stevenson, 1997).
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Cuando no ocurre fertilizacion, durante el periodo de actividad del CL,
los estrégenos producidos por los foliculos dominantes induciran el aumento de
receptores de Oxitocina en el wtero, la Oxitocina estimulara la produccion de
PGFy, en el utero y se desencadenara la lutedlisis (Leyva, 1996). La
retroalimentacion positiva de la cascada de Oxitocina desde el CL al utero y de la
PGF;, desde el utero al CL probablemente sirve como un mecanismo que asegura
la lutedlisis. Producida la lutedlisis los niveles de P4 declinan permitiendo el

resurgimiento de los niveles de LH (Stevenson, 1997).
b. Dindamica folicular en camélidos sudamericanos

En los camélidos sudamericanos se observa el desarrollo de ondas
foliculares ciclicas, relacionado con el crecimiento, maduraciéon y atresia del
foliculo dominante (Bravo y Sumar, 1989). Las tres fases o estadios descritos son
crecimiento, maduracion y regresion (Bravo et al, 1990). En el estadio de
maduracion o estatico el foliculo dominante inhibe el desarrollo de los foliculos
mas pequefios (Bravo et al, 1990), reportandose una relacion inversa entre el
diametro del foliculo dominante y el naimero de foliculos pequefios (Adams e al,
1990). El foliculo dominante parece controlar su duracién (Adams, 2001), puesto
que si no hay ovulacion se atresia, reconociéndose un nuevo foliculo 2 a 3 dias
después de la primera disminucion de tamaiio del foliculo dominante (Bravo et al,

1990).

El desarrollo de la onda folicular en alpacas se da de manera alterna en
ambos -ovarios, esto se comprueba con la presencia del foliculo dominante en

ambos ovarios en un 85% (Fermandez-Baca, 1993) en donde uno de los  owvarios
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presenta foliculos de tamafio ovulatorio mientras que en el otro van creciendo
otros foliculos que rapidamente adquiriran el tamafio ovulatorio cuando en el
anterior se vuelven atrésicos (Bravo et al, 1990; Fernandez-Baca, 1993; Brown,
2006), explicandose los largos periodos de aceptacion de la hembra frente al
macho. La receptividad se observa cuando el foliculo tiene diametros > 6 mm
(Bravo et al, 1989). El crecimiento del foliculo dominante (> 6 mm) esta
relacionado con la regresion de los foliculos subordinados, estando la inhibina
relacionada con la inhibicion de los foliculos pequefios (Adams et al, 1990; Bravo
et al, 1990). En el caso de que la hembra no reciba el estimulo ovulatorio
continuaran desarrollandose ondas foliculares anovulatorias en camélidos
sudamericanos (Bravo et al, 1990; Adams et al, 1990). Es decir, si no ocurre
copula el foliculo dominante se atresia y el nuevo foliculo dominante puede ser
reconocido 2 a 3 dias después que se da el descenso de tamaifio del foliculo
dominante presente inicialmente (Bravo et al, 1990). Sin embargo, después de la
copula, de la ovulacion y de la formacion del cuerpo liteo se produce la
emergencia de una nueva onda folicular con presencia de un foliculo dominante
que no llega a ovular y posteriormente regresionan (Arainga, 2002). En el ovario
de las llamas pueden encontrarse en cualquier momento mas de un folicuio, pero
sOlo uno desarrolla el mayor tamafio (> 7mm) y se vuelve dominante (Adams e?

al, 1990; Bravo et al, 1990).

En los camélidos las ondas foliculares tienen una duracion de 10 a 12
dias (Bravo et al, 1990). Bravo y Sumar (1989), encontraron que el crecimiento
folicular toma en promedio 4 dias (3-5 dias) para alcanzar el tamafio ovulatorio

{8-12‘mm) los cuales perduran en promedio 4 dias (2-8dias), con foliculos que
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subsecuentemente sufren atresia durante un periodo de 4 dias (3-5 dias). El
intervalo entre las ondas foliculares no ovulatorios en alpacas es de 15.4 + 0.5 dias
(Vaughan, 2001; Vaughan et a/, 2004) y en llamas de 18 + 2.6 dias (Chaves ef al,
2002) y se sugiere que la extensién de estos intervalos varia en relacién con él
diametro del foliculo dominante, es decir, un menor intervalo estaria asociado con
el menor diametro del foliculo. En llamas, los intervalos entre los sucesivos
foliculos dominantes que emergen, segiin Adams et al (1990) son de 19.7 dias
para llamas vacias y 14.8 dias para llamas prefiadas, siendo menores en llamas
lactantes (Adams et al, 1990); mientras que Bravo et al (1990) reportan en llamas

entre 1 a 2 meses. posparto un intervalo entre ondas de 11.1 dias en promedio.

Tabla 02. CARACTERISTICAS DE LAS ONDAS FOLICULARES EN

CAMELIDOS
Caracteristica ALPACA LLAMA VICUNA
observadas Bravo et al. Adams et al. Miragaya et al. (2004)
(dias) (2002) (1990)
Chaves et al.
(2002
Duracién 12-14 (7a 19) 20-25 7.25+0.46
226+252
Fase de 4-5 92+28? 3.03+0.18
crecimiento :
Fase de 4-5 52+ 147 1.40 +0.21
estatica
Fase de 34 82+22% 2.87+0.28
‘regresion '
Intervalo - 209+ 1.6 4.22 +£0.29
interonda 18.0 + 1.0

Fuente: Gigli et al. (2006).
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22:6.  Caracteristicas de los Complejos Ovocito - Climulus (COCs)

El ovocito es la célula mas grande (80-120 p didmetro) del mamifero y
esta rodeada por la zona pelucida (ZP) y por distintas capas de células de la
granulosa formando el complejo ovocito-camulus (COCs). Las células de la
granulosa inmediatamente adyacentes al ovocito, la corona radiada, tienen largas
extensiones citoplasmaticas las que penetran la ZP y terminan en dilataciones
bulbosas estrechamente asociadas con la membrana del ovocito (Massip, 2003).
La presencia de estos procesos y de las uniones gap desempefian un papel
importante en la cooperacion metabolica entre el ovocito y las células del camulus

durante la fase de crecimiento del mismo (Van Soom et al. 2002).

Las células del camulus son un complejo metabdlico para el -ovocito,
por las uniones gap heterologas (Shimada et al, 2001) y su papel como
modulador del efécto de las hormonas y factores de crecimiento (Shimada ef a/.,
2003), durante la maduracion in vitro de ovocitos bovinos, siendo documentada

en varias especies ( Yamashita ef al., 2003).

Los oﬁlocitos completamente rodeados por células del camulus
preseﬁtan mejores indices de fertilizacion en comparacién a los denudados.
También sefialan que en los ovocitos denudados existe un endurecimiento de la
zona peltcida, ademas de una incompleta maduracion citoplasmatica, debido a la

desconexion existente entre €l ovoplasma y estas células (Mochizuki et al., 1991).

En la alpaca, una de las caracteristicas principales que tienen los

ovocitos de camélidos y que se debe a las bajas tasas de maduracion, es  que
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presentan un citoplasma oscuro, esto debido a la presencia de particulas de

lipidos, similares a las que presentan los ovocitos de porcinos (Gonzales ef al,

2009).

2.2.7 El ovocito inmaduro

En el vacuno, los ovocitos bovinos inmaduros permanecen en profase
meidtica I dentro de los foliculos ovaricos, pero cuando son removidos de éstos y
cultivados in vitro bajo condiciones adecuadas, reanudan la meiosis
espontaneamente y aproximadamente 90% de ellos alcanzan la etapa de metafase
I (Mugcci et al., 2006). Estds ovocitos inmaduros del foliculo antral y en profase
(primera fase de la division meidtica), tiene un gran ndcleo llamado vesicula
germinal (VG). Bajo el efecto de las gonadotropinas la VG se rompe, se forma el
plato metafasico y se inicia la segunda fase de la division meidtica o metafase II
(MII) caracterizada por la presencia del primer cuerpo polar. Los cambios
fundamentales en la estructura y funcion de los ovocitos ocurren en su desﬁol]o,
desde la VG donde los cromosomas estan protegidos en su forma condensada
hasta el estadio de MII cuando los cromosomas y el huso acromatico estan

libremente en el citoplasma (Henao y Tryjillo, 2003).

Asimismo, informaron que la maduracion final del ovoplasma debe
ocurrir simultineamente con la maduracion nuclear del ovocito. Del mismo modo,
pudo demostrarse que las células del camulus que rodean al ovocito inmaduro,
cumplen un rol central no solamente en la maduracion nuclear sino también en la

citoplasmatica (Shioya ef al., 1988).
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23. Marco Conceptual

Ovocito

(ovun,huevo)

Foliculo

Ovogénesis

Foliculogénesis

Foliculo

anovulatorio

Esteroidogénesis

Célnlas

Gonadotrofas

:  Célula germinativa o sexual femenina o producida en

los ovarios (Gigli et al., 2006).

El foliculo es la unidad estructural y funcional de los

ovarios (Gigli et al., 2006).

La ovogénesis es el proceso de formacion y desarrollo
del ovocito. Comienza con el desarrollo de las
ovogonias que derivan de las células germinales
primordiales en el embrion y culmina con la

formacion del ovocito I (Gigli ez al., 2006).

La Foliculogénesis se define como el proceso de
formacion, crecimiento y diferenciacion folicular.
Abarca desde el estadio del foliculo primordial hasta

el foliculo pre-ovulatorio (Gigli et al., 2006).

Foliculos en ausencia de ovulacién (Bravo, 1997).

Formacion de esteroides, esencialmente de las
hormonas cortico-suprarrenales o genitales (Hafez,

2002).

Células de la hipdfisis anterior que producen la

hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona
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Fase de
crecimiento

~ folicular

Fasede
maduracion

folicular

Fase regresion

folicular

Intervalo

interonda

Leptina

luteinizante (LH) (Brooks y McNelly, 1996).

Fase en la cual un grupo de foliculos son reclutados
de la reserva de foliculos primordiales, de ellos es
seleccionado uno e inicia su crecimiento (Bravo ef al.

1990; Novoa, 1991).

¢ En la fase de estatica o de maduracion el foliculo

dominante inhibe el desarrollo de los foliculos mas
pequefios; reportandose una relacion inversa entre el
didmetro del foliculo dominante y el nimero de

foliculos pequefios (Bravo ez al. 1990; Novoa, 1991).

Es la fase donde el foliculo al no alcanzar la fase de
crecimiento y maduracion se degenera (Bravo et al.

1990; Novoa, 1991).

Intervalo de tiempo entre ondas foliculares (Vaughan

et al., 2000).

Hormona estimulante del eje hipotdlamo-hipofisiario-
gonadal en vacuno y ovino, al servir como sefial para
el SN cuando las reservas criticas de grasa sean
adecuadas para la secrecion de la GnRH (Mantzoros,

2000;Baldelli et al., 2002).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. POBLACION Y MUESTRA

3.1.1. Caracteristicas y delimitacion de la poblacién

La investigacion se delimitoé al estudio de los complejos ovocito-camulus
(COCs) que se encuentran en los foliculos de los ovarios de alpaca beneficiadas en

matadero.

3.1.2. Ubicacion

La investigacion se realiz0 en la Region de Apurimac, provincia de
Aymaraes, distrito de Cotaruse, comunidad de Iscahuaca, localizada geograficamente
en la puna seca a una altitud entre 3 700 a S 300 msnm. Para el procesamiento de
las muestras estas fueron transportadas al laboratorio de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac.
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3.1.3. Técnicas de muestreo y tamafio de la muestra

Para la investigacion se tomé del matadero de la Comunidad de Iscahuaca
(Cotaruse, Aymaraes, Apurimac), un total de 184 ovarios (de 92 alpacas) hembras
vacias en edad reproductiva, a dos horas post-beneficio, 98 ovarios para el método
de aspiracion folicular y 86 ovarios para el método de slicing, de los cuales se

recuperaron los complejos ovocito-cumulus (COCs) en diferentes fases de desarrollo.

3.2. MATERIALES
3.2.1. Materiales de campo

Fichas de coleccion de muestras.
Lapiz

Camara fotogrz;tﬁca

Mameluco

Guantes quirargicos |

Botas

Caja térmica

Termo de 1Lt.

Hervidor eléctrico

Termometro digital

Antibiético (Penicilina G potasica).

3.2.2. Materiales de laboratorio

Ovarios de alpaca

Vasos de precipitado de 50 y 20 ml
Placas de Petri de 5Sml y 10 ml
Solucion fisioldgica (NaCl 0.9%)

Jeringas de 10 ml
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3.3.

3.3.1.

3.3.2.

a.

b.

Agujas hipodérmicas N°21 G X 1 ¥ pulgada.

Pipetas Pasteur

Papel toalla

Guantes quirtrgicos

Equipo minimo de cirugia

Termoémetro digital

Mandil

Microscopio (BA210, clinical MOTIC, China group Ltda).

METODOLOGIA

Método

El método que se utilizo es el método inductivo - deductivo, de nivel

aplicativo, de tipo correlacional y explicativo.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Unidad Experimental

La unidad de experimento fueron los Complejos Ovocitos-Climulus
(COCs) que se encuentran en los foliculos de los ovarios de alpacas

recuperados de animales beneficiados en matadero.

Procedimiento

Recuperacion de ovarios

Se tomaron un total de 184 ovarios (de 92 alpacas) hembras vacias en
edad reproductiva, a dos horas post-beneficio, 98 ovarios para el método de

aspiracion folicular y 86 ovarios para el método de slicing , de los cuales se
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recuperaron COCs en diferentes fases de desarrollo de alpacas beneficiadas

en matadero de la comunidad de Iscahuaca, distrito de Cotaruse, Aymaraes.

Transporte

Los ovarios fueron trasportados inmediatamente a las dos horas post-
beneficio, se colocaron en una caja térmica en solucion fisiologica al 0.9% a
30-35°C, al que se agregd penicilina G botésica; luego fueron transportados
en un intervalo maximo de 4 horas al laboratorio de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de

Apurimac.

Lavado
Inmediatamente llegado al laboratorio, se procedi6 a lavar los ovarios
por tres veces con solucion fisiologica NaCl al 0.9% a 30-35°C y retirar los

restos de tejido.
Recuperacién

Los ovarios colectados fueron divididos en dos grupos. Para el método
de slicing (incisi6n de la superficie del foliculo del ovario), se procedié segun
Arlotto, ef al. (1990), para ello se emplearon 86 ovarios (43 alpacas), los
cuales se fijaron a una pinza hemostitica curva para luego utilizando un
bisturi incidir longitudinal y transversalmente todos los foliculos visibles de 2
a 6 mm, seguidamente cada ovario fue sumergido por separado en medio de
lavado en una placa de Petri graduada y con una suave presion se lavo el

foliculo. Para el método de aspiracion folicular se emplearon 98 ovarios
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(49 alpacas), de los que se tomaron solo los foliculos visibles de 2 a 6 mm de
didmetro, y fueron aspirados utilizando una jeringa de 10 ml con una aguja de
21G x 1% pulgadas, y luego colocados en solucion fisiologica NaCl al 0.9 %
de 30-35 °C (Ruiz et al., 2011) entre 5 - 10 ml en una placa de Petri graduada.

En todos los casos, se tomaron COCs solo de la superficie visible del ovario.
Decantacion

En amﬁos métodos, después de la coleccion de los COCs, el contenido
de las placas de Petri fue dejado en reposo por aproximadamente 15 min,
luego se procedi6 a decantar cuidadosamente el sobrenadante y se tomo el
sedimento colocindolo en una placa de Petri para su posterior observacion al

MiCroscopio.
Clasificacion

La recuperacién de COCs, fue individualmente por cada -ovario. El
contenido de las placas de Petri fue evaluado con la ayuda de un microscopio
(BA210, chlinical MOTIC, China group Ltda) a 40X. La clasificacion se
realizé segln lo propuesto por De Loose et al. (1989), de acuerdo al nimero
de capas de células del cimulus y la apariencia del citoplasma del ovocito en:
Categoria I (COCs con 5 capas compactas de células del camulus, y
citoplasma homogéneo), Categoria II (COCs con 2 - 4 capas compactas de
células del cimulus, y citoplasma homogéneo), Categoria III (1 capa de
células de granulosa o parcialmente denudado, y citoplasma vacuolado; y

Categoria IV (ovocitos denudados, y citoplasma granulado).
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3.4. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizo utilizando la prueba de Chi cuadrado,
prueba de comparacion de diferencia de proporciones y de medias, utilizando

el programa estadistico Statistiscal Automated Sistem SAS_VS5.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. METODOS DE RECUPERACION Y CATEGORIA DE COCs

En cuanto a COCs por categoria (Tabla 01): Los métodos de
recuperacion como la aspiracion folicular y slicing, proveen similar

categorizacion de COCs recuperados (p>0.05).

Tabla 03. METODOS DE RECUPERACION (ASPIRACION FOLICULAR Y
SLICING) Y CATEGORIA DE COCs DE ALPACAS POSTMORTEN*

METODO DE CATEGORIA
RECUPERACION I i I v TOTAL
Aspiracion folicular  89(28.25%)  110(3492%) 87(Q7.67%)  2902%) og. :’f)% )
. 3
Slicing 10030.86%) 120(37.04%) 74Q284%)  300026%) 00.20%% )

*No hay diferencia significativa en los COCs categorizados recuperados por los
métodos de aspiracion  folicular y slicing (p>0.05).

Estos resultados difieren a los reportados por Huanca ef al. (2007),

quienes con el método de aspiracion folicular hallaron 8.57,45.71, 40.00 y
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5.71% para las categorias I, II, IIl y IV, respectivamente, habiéndose
recuperado diferentes cantidades de COCs por categoria; en este caso el
resultado estaria explicado por la recuperacion de foliculos >3 mm de

diametro de un grupo de 10 ovarios y con aguja de 18 G.

En el vacuno, segin Gomez et al. (2012) con el método de aspiracion
folicular encontraron 27.70, 21.13, 27.70 y 23.47% para las categorias A, B,
C y D respectivamente, y con el método de slicing encontraron 2842, 17.89,
2737 y 26.32% de COCs para las respectivas categorias, habiéndose
recuperado diferentes cantidades de COCs por categoria y por método de
recuperacion de COCs (p<0.05). Estos resultados difieren a los reportados por
Gonzilez et al. (1992a) quienes con el método de aspiracion folicular hallaron
403, 48.3 y 10.9% para las categorias A, B y C respectivamente, y con el
método de slicing encontraron 59.3, 33.00 y 7.5% de COCs para las
respectivas categorias, recuperando diferentes cantidades de COCs por

categoria y por método de recuperacion de COCs (p<0.05).

Gonzalez et al. (1992b), al apliéar el método de aspiracion folicular,
en vacunos se tomo en cuenta los COCs de clase A y B como de calidad
cultivable para su maduracion in vitro obteniéndose un rendimiento de 342
(88.3%) COCs potencialmente cultivables respecto a 42 (10.9%) COCs de

clase C no aptos.

Hamano y Kuwayma (1993), hallaron mas COCs por el método del
slicing que por aspiracion folicular (63.3 y 22.1%); y la proporcion de COCs

de categoria A también fue mayor para el método de slicing (84.6 y 41.3%)
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que para el método de aspiracion folicular; en ambos casos estaria explicado
por la recuperacion de COCs de la zona superficial y cortical (foliculos < 2
mm de diametro) del ovario al usar los métodos de slicing y el uso de aguja

18 G para la aspiracion folicular.

Segin Herméndez er al. (2010), al comparar la aplicacion de los
métodos de recuperacion de COCs como la aspiracion folicular y
seccionamiento (slicing), el nimero de COCs bovinos buenos fue de 95.2 +
4892 y 288 + 21.5 y malos fue de 122.6 = 54.71; 70.0 + 47.86
respectivamente. Estos resultados indican que el método de slicing produce un
nimero mayor de COCs malos por ovario. Se atribuye esta condicién como un
factor del método de recoleccion de poblaciones heterogéneas de ovocitos de
todos los foliculos pequefios en el estroma ovarico y que muchos de estos

ovocitos no sean desarrollado.

En otro estudio mediante la aplicacion del método de aspiracion
folicular, de ovarios de vacuno se obtuvo un promedio de recuperacion de
26.13% fueron de categoria A, el 21.72% categoria B, el 47.30% categoria C y

el 4.85% categoria D (Zarate, 2006).

En la cabra, segin Hoque et al. (2011), obtuvieron con el método de
slicing 1.24 = 0.07,0.67 = 0.09, 0.94 + 0.07 y 1.28 + 0.13, para las categorias
A, B, C y D, respectivamente y con el método de aspiracion folicular
encontraron 2.29 + 0.08 , 0.57 + 0.08 ,0.63 + 0.08 y 0.17 £ 0.12 de COCs
para las respectivas categorias , habiéndose recuperado diferentes cantidades de

COCs por categoria y por método de recuperacion de COCs (p<0.05). En este
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estudio para el método de slicing las incisiones eran dadas a lo largo de la
superficie entera del ovario usando una hoja de bisturi, en el método de
aspiracion solo se tomaron los foliculos vesiculares de 2 a 6 mm con una

aguja hipodérmica 18 G.

4.2. METODOS DE RECUPERACION Y CONDICION DE COCs

Al utilizar los métodos de aépiraci()n folicular y slicing de ovarios
se recuperd 63.17 y 67.90% de COCs considerados aptos o de condicion
buenos y 36.83 y 32.10% considerados no aptos o malos para MIV y FIV
respectivamente (p>0.05). Solo los COCs de las categorias I y II fueron
considerados como aptos o de condicién buenos para maduracion in vitro

(Ratto et al., 2005).

Tabla 04. CANTIDAD DE COCs TOTALES BUENOS Y MALOS PARA
MADURACION IN VITRO (MIV) Y FERTILIZACION IN VITRO
(FIV) DE OVARIOS DE ALPACA*

METODOS DE APTOS NO APTOS
RECUPERACION (BUENOS) (MALOS)

Aspiracién folicular 63.17% (199/315) 36.83% (116/315)

Slicing 67.90% (220/324) 32.10% (104/324)

* No existe diferencia estadistica entre los COCs aptos (buenos) por la recuperacién
con los métodos de recuperacion (p>0.05).

Al respecto, Huanca et al. (2007), reporto la recuperacion de 54.00%
de COCs considerados aptos (categorias I y II) y 46.00% de COCs
considerados no aptos (categorias Il y 1V), de foliculos >3 mm de diametro

de un grupo de 10 ovarios recuperados de matadero postmorten, mediante el
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método de aspiracion folicular y con aguja de 18 G.

En nuestro caso la recuperacion de COCs por el método de
aspiracion folicular, se aspiraron foliculos de 2-6 mm de la superficie del
ovario, y con aguja de 21G x 1% pulgadas. Con el mismo método Ruiz ef al.
(2011), informé que de 667 COCs recuperados de 96 ovarios, el 69%

clasificaron como aptos para la maduracion in vitro.

Sin embargo, Gonzales et al. (2009), de 500 ovarios recuperaron
180 COCs, y de estos solo el 44.4% fueron clasificados como aptos para
maduracion in vitro y fertilizacion in vitro; esta baja tasa de recuperacion es
posible se deba a que se aspiraron foliculos de 4 a 6 mm de diametro y al
tiempo de traslado desde lugares alejados hasta el laboratorio de
procesamiento. Con respecto al método de slicing de ovarios en la alpaca, la
informacion es escasa, y solo se tiene un reporte desarrollado por (Condori et

al. 2010).

En el vacuno, Gomez et al. (2012), de 200 ovarios recuperaron
46.24% de COCs por el método de slicing y 48.83% (p>0.05) por el método de
aspiracion folicular, considerados buenos para maduracion in vitro y
fertilizacion in vitro; estos resnltados es posible que se deban al disefio
experimental, en donde la recuperacion de COCs fue de foliculos de 2-8 mm de
diametro y solo de aquellos encontrados de la superficie del ovario, sin

importar el ciclo estral de la vaca.

Similarmente, Gonzalez et al. (1992a), encontraron que del total de

COCs recuperados, los COCs de calidad con el método de slicing fue 88.6%
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y-con aspiracion folicular fue 92.3% (p>0.05), los autores indican que al usar el
método de slicing, incidieron longitudinal y transversalmente el ovario, y no
indican la zona (superficial o cortical) de donde fueron tomados los COCs.
Takagi et al. (1992), utilizando el método de aspiracion folicular encontré

43% de COCs de calidad.

Hamano y Kuwayma (1993) reportan que, del total de COCs
recuperados, utilizando el método del slicing el 84.6% eran COCs de calidad
cultivable, superior a 41.3% de COCs cultivables encontradas con ¢l método
de aspiracion folicular; aunque usando el slicing tomaron COCs de la
superficie y el interior del ovario. Al respecto, Arlotto et al. (1996), indica que,
los COCs de los foliculos corticales son mas pequefios, tienen un potencial
inferior a la maduracion meiotica y desarrollo embrionario, asi como solo los
ovocitos corticales con diametros mds grandes maduran in vitro y desarrollan a

blastocitos.

Hernandez-Fermandez et al. (2010), indican que, utilizando los
métodos de slicing y aspiracion folicular, del total de COCs recuperados en
cada técnica, el 63.66 y el 76.77% respectivamente, eran COCs de buena

calidad (p>0.05).

43. METODOS DE RECUPERACION Y RENDIMIENTO DE COCs
Los métodos de aspiracién folicular y slicing proveen 3.21 y 3.77

COCs por ovario, 2.03 y 256 COCs aptos por ovario respectivamente

(p<0.05).
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Tabla 05. METODOS DE RECUPERACION, NUMERO DE COCs POR OVARIO,
Y NUMERO COCs APTOS POR OVARIO DE OVARIOS DE

ALPACA POSTMORTEN
METODOS DE N° DE OVOCITOS N° DE OVOCITOS
RECUPERACION POR OVARIO APTOS
POR OVARIO
Aspiracioén folicular 321+1.19° 2.03+0.76°
Slicing 3.77+1.25° 2.56 + 0.89"

Letras diferentes en las columnas significan diferencia estadistica (p<0.05).

Similarmente, Ruiz, ef a/. (2011), aspirando foliculos (2-6 mm),
recolecto en promedio 3.5 complejos ovocito-camulus (COCs) por ovario. En
comparacién con otros métodos, se tiene el reporte de Brogliatti, ef al. (2000)
quien recupero, sin realizar estimulacion ovarica 1.55 COCs por ovario con
aspiracion folicular guiada en Ilamas de foliculos (>3 mm), y 0.8 COCs de
categorias A y B por ovario. Es posible que los ovocitos de alpaca sean mds
sensibles a la aspiracion folicular, ya que esta provocaria dafios a nivel de los

cimulus del COCs.

En el vacuno, al aplicar los métodos de recuperacion de ovocitos
como la aspiracion folicular y seccionamiento (Slicing), encontraron 3.8 y
12.8 COCs por ovario; es decir 88.8 y 92.3% COCs de calidad cultivable,
respectivamente (Gonzales et al., 1992a). Asimismo con los métodos de
slicing y aspiracion folicular proveen 5.32 y 4.26 COCs por ovario (p>0.05),
asi como 2.46 y 2.08 COCs de calidad por ovario (p>0.05), respectivamente

(Gomez et al., 2012).
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En otro estudio al aplicar del método de aspiracion folicular, se
obtuvo un promedio de recuperacion de 6.11 COCs por ovario, tomando

ovocitos de foliculos de 2-8 mm de diametro (Zarate, 2006).

Asimismo Herndndez-Fernandez ef al. (2010), con los métodos de
slicing y aspiracion folicular de foliculos de 2 — 8 mm, encontraron 4.3 y 3.2
COCs de buena calidad por ovario (p>0.05), respectivamente. La menor
cantidad de COCs de calidad por ovario, es posible se deba a la baja calidad
nutritiva de la dieta animal (Ruiz ef al. 2006); ya que los del bovinos criollos
provenian de zonas de pastoreo con pastos naturales que contienen una calidad

nutritiva disminuida.

En la cabra, segiin Hoque et al, (2009), el nimero total de COCs
por ovario obtenidos con los métodos de slicing y aspiracion folicular de
foliculos tomados del estroma y zona cortical del ovario fue de 4.14 y 3.28

respectivamente (p < 0.05).
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1.

V. CONCLUSIONES

Los procedimientos descritos de los métodos de aspiracién folicular y slicing

proveen la misma categorizacion de COCs de ovarios de alpacas postmorten.

El método de aspiracion folicular provee similar proporcion de COCs aptos
(de condicion buenos) que el slicing, al tomar COCs de foliculos de 2-6 mm

de la superficie del ovario de las alpacas postmorten.

Sin embargo, el método de slicing provee mayor cantidad de COCs por
ovario que la aspiracion folicular; asi como mayor cantidad de ovocitos aptos

por ovario.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Es posible utilizar la aspiraciéon folicular o el slicing como métodos de
recuperacion de COCs, ya que conducen a la misma categorizacion, siempre

que se tomen COCs de foliculos de 2-6 mm de la superficie del ovario.

2. Utilizar los métodos de aspiracion folicular y slicing con el procedimiento
descrito, ya que posibilitan la recuperacion de COCs aptos (o de condicion

buenos), similares.

3. Si se quiere lograr mayor rendimiento de COCs por ovario, tanto en cantidad

como de condicion buena, se recomienda utilizar el método de slicing.
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ANEXOS
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ANEXO 01

Figura i. COCs de alpaca: A v B (Condicidn aptos o buenos), C v D (Condicion

no apios o malos)
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ANEXO 02
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ANEXO 03

PRUEBA DE CHI CUADRADO PARA DEPENDENCIA ENTRE CATEGORIZACION DE COCs Y
METODOS DE RECUPERACION (SLICING Y ASPIRACION FOLICULAR)

Estadistico GL Valor Probabilidad
Chi-cuadrado 3 2.0153 0.5692
Ratio Chi-cuadrado de la verosimilitud 3 2.0165 0.5690

“Tamaiio de 1a muestra = 639
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ANEXO 04

PRUEBA DE CHI CUADRADO PARA DEPENDENCIA ENTRE METODOS DE
RECUPERACION Y CONDICION DE COCs

Estadistico GL Valor Probabilidad
Chi-cuadrado 1 1.5806 0.2087
Ratio Chi-cuadrado de la verosimilitud 1 1.5811 0.2086

"Tamaiio de 1a muestra = 63
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ANEXO 05

PRUEBA DE COMPARACION DE DIFERENCIA DE PROPORCIONES DE COCs POR OVARIO
Y COCs APTOS POR OVARIO SEGUN METODOS DE RECUPERACION

METODOS COCs POR OVARIO COCs APTOS POR OVARIO
Muestra N Proporciébn  Valor p N Proporcion ~ Valorp
Slicing P1 315 321 0.000 199 2.03 0.000
Aspiracion P2 324 3.77 220 2.56
folicular
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ANEXO 06

FORMATO UTILIZADO PARA LA COLECCION DE OVARIOS DE ALPACA
BENEFICIADAS EN EL MATADERO DE LA COMUNIDAD DE ISCAHUACA.

N°DE | EDAD | CONDICION | ESTADO | CL | OD | oI
ANIMAL CORPORAL
| 1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

Leyenda: CL: Cuerpo luteo, OD: Ovario derecho, OI: Ovario izquierdo.
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