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Variaciones de la composicion bioquimica del fluido folicular de
la alpaca segtin el estado de crecimiento del foliculo ovarico

Variations of the biochemical composition of the alpaca follicular according
to the growth status of the ovarian follicle

Joel Ivan Pacheco!?, Pedro U. Coila’?, Macoly Olivera?, Andrés Quispe?

RESUMEN

Se determinaron las concentraciones de proteinas totales, glucosa, colesterol,
triglicéridos, fosfolipidos, calcio, fésforo, magnesio, fosfatasa alcalina (ALP), aspartato
transaminasa (AST), alanina transaminasa (ALT) y 17-B-estradiol en el liquido de
foliculos ovaricos de alpacas Huacaya vacias en edad reproductiva de acuerdo con el
desarrollo del foliculo ovarico (tamafio). Se utilizaron 60 alpacas beneficiadas en el
camal local y se tomaron muestras de foliculos pequefios (<4 mm), medianos (5-7 mm)
y grandes (>7 mm) (n=20 por tamafio). El didmetro de los foliculos se midi6 con un
calibrador vernier y el liquido folicular fue aspirado. Los analisis de las muestras se
realizaron en el Laboratorio de Bioquimica de la Universidad Nacional del Altiplano
(Puno, Pertl) utilizando técnicas colorimétricas y espectrofotométricas. Los resultados
de concentracion para los foliculos pequefios, medianos y grandes fueron: proteinas
totales (5.03, 5.68 y 7.25 g/dl), glucosa (45.8, 56.4 y 69.0 mg/dl), colesterol (3.96,5.33 y
6.18 mg/dl), triglicéridos (17.91, 14.91 y 12.0 mg/dl), fosfolipidos (8.99, 6.0y 6.11 mg/l),
calcio (5.76, 8.19 y 9.58 mg/dl), fosforo (15.69, 10.61 y 10.71 mg/dl), magnesio (2.91, 2.85
y 2.59 mg/dl), ALP (84.6,75.4y 75.59 UI/l), AST (238.17, 174.83 y 152.06 UI/l), ALT
(24.24,18.0y 11.72 Ul/l) y 17-B-estradiol (0.80, 1.91 y 2.39 ng/ml). Se concluye que los
niveles de calcio se incrementan y los niveles de magnesio y fosfatasa alcalina dismi-
nuyen conforme se desarrolla el ovocito, mientras que los niveles de fosforo y
fosfolipidos disminuyen de foliculos pequefios a foliculos medianos, para luego
incrementarse ligeramente en foliculos grandes. Ademas, el contenido de estradiol
esta en relacion directa con su tamaiio.
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ABSTRACT

The concentrations of total proteins, glucose, cholesterol, triglycerides, phospholipids,
calcium, phosphorus, magnesium, alkaline phosphatase (ALP), aspartate transaminase
(AST), alanine transaminase (ALT) and 17-B-estradiol in the follicular fluid were determined
in non-pregnant Huacaya alpacas in reproductive age according to the development of the
ovarian follicle (size). In total, 60 slaughtered alpacas in the local slaughterhouse were
used. Samples of small (<4 mm), medium (5-7 mm) and large (>7 mm) follicles were taken (n
=20 by size). The diameter of the follicles was measured with a vernier and the follicular
fluid was aspirated. The samples were analysed in the Biochemistry Laboratory of the
Universidad Nacional del Altiplano (Puno, Peru) using colorimetric and spectrophotometric
techniques. The concentration results for small, medium and large follicles were: total
proteins (5.03, 5.68 and 7.25 g/dl), glucose (45.8, 56.4 and 69.0 mg/dl), cholesterol (3.96, 5.33
and 6.18 mg/dl), triglycerides (17.91, 14.91 and 12.0 mg/dl), phospholipids (8.99, 6.0 and
6.11 mg/l), calcium (5.76, 8.19 and 9.58 mg/dl), phosphorus (15.69, 10.61 and 10.71 mg/dl),
magnesium (2.91, 2.85 and 2.59 mg/dl), ALP (84.6, 75.4 and 75.59 TU/1), AST (238.17, 174.83
and 152.06 TU/), ALT (24.24, 18.0 and 11.72 TU/l) and 17-f3 -oestradiol (0.80, 1.91 and 2.39 ng/
ml). It is concluded that calcium levels increase, and levels of magnesium and alkaline
phosphatase decrease as the oocyte develops, while phosphorus and phospholipid levels
decrease from small follicles to medium follicles, then slightly increase in large follicles.

Moreover, oestradiol content is directly related to its size.

Key words: alpaca; follicular fluid; biochemical composition; follicular growth

INTRODUCCION

El fluido folicular contiene compues-
tos importantes en el aspecto fisiologico,
bioquimico y metabdlico de la maduracion
nuclear y citoplasmica del ovocito, y experi-
menta notables cambios durante el ciclo
estrual (Hafez E y Hafez B, 2000). La com-
posicion del liquido folicular ha sido determi-
nada en varias especies domésticas, inclu-
yendo el bovino (Wise, 1987; lwata et al.,
2004), ovinos (Nandi et al., 2007) y porcinos
(Schuetz y Anisowicz, 1974; Chang et al.,
1976). En alpacas se observan leves diferen-
cias entre etapas de crecimiento, encontran-
dose una mayor cantidad de proteinas totales
en foliculos secundarios en comparacion a
foliculos terciarios; asimismo, la albimina es
la proteina de mayor proporcion (Aitken,
1997; Pacheco y Coila, 2010). Los lipidos to-
tales disminuyen a medida que los foliculos
crecen y se convierten en preovulatorios
(Pacheco y Coila, 2010).
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El calcio juega un rol importante en la
regulacion gonadotropica de la esteroido-
genesis ovarica en ovinos, incrementandose
su concentracion a través del crecimiento
folicular (Carnegie y Tsang, 1984; Nandi et
al.,2007), mientras que la cantidad de calcio
en liquido folicular de marranas es indepen-
diente del tamafio folicular (Schuetz y
Anisowicz, 1974). El calcio se acumula en
las células del cimulo, pero disminuye du-
rante la maduracion ovocitaria (Boni et al.,
2002). Por otro lado, los niveles de fosforo en
el ovino se incrementan con el aumento del ta-
maifio folicular, mientras que la alta concen-
tracion de magnesio en foliculos pequefios
podria estar vinculada con la mitosis celular de
las células foliculares (Nandi et al., 2007). La
baja concentracion de magnesio y calcio en el
liquido folicular causa una disminucion en la
tasa de maduracion ovocitaria, y ademas ac-
tuarian como cofactor de reacciones enzima-
ticas para inducir la maduracion meiotica del
ovocito y laregulacion de la homeostasis del
calcio en el zigoto (Iwata et al., 2004).
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Los fosfolipidos son componentes prin-
cipales de las membranas celulares y de las
lipoproteinas circulantes, donde niveles
anormalmente bajos de fosfolipidos se rela-
cionan generalmente con una nutricion defi-
ciente o con un sindrome de mala absorcion
(Bloomfield, 2002; Murray et al.,2001). Las
concentraciones de fosfolipidos en el liquido
folicular bovino se incrementan con el tama-
fio folicular (Brantmeier ef al., 1987).

La fosfatasa alcalina (ALP) cataliza la
hidrolisis alcalina de una gran variedad de
sustratos liberando fosfato inorganico. Esta
ampliamente distribuida y especialmente aso-
ciada a membranas y superficies celulares
(Moreno et al.,2007). La alta concentracion
de ALP en estadios iniciales de desarrollo
folicular estaria relacionada a altos niveles
de androgenos y progesterona (Nandi ef al.,
2007). La concentracion de ALP disminuye
a medida que avanza el ciclo estral en bovi-
nos, posiblemente por una estimulacion
gonadotropica temprana (Wise, 1987). Las
transaminasas son enzimas que catalizan la
transferencia de grupos amino desde un
aminoacido a otro cetoacido. La aspartato
transaminasa (AST) y la alanina transaminasa
(ALT) son las mas importantes desde el pun-
to de vista clinico (Burtis et al., 2008). Las
concentraciones de 17-B-estradiol y
estrogenos conjugados en plasma de alpacas
se relacionan positivamente con el tamafio
folicular, incrementandose a medida que los
foliculos maduran (Bravo, 1990).

El objetivo del presente estudio fue de-
terminar las concentraciones de proteinas
totales, glucosa, colesterol, triglicéridos,
fosfolipidos, calcio, fosforo, magnesio,
fosfatasa alcalina (ALP), aspartato
transaminasa (AST), alanina transaminasa
(ALT) y 17-B-estradiol en fluido folicular de
foliculos ovaricos (pequefios medianos y gran-
des) de la alpaca.

Rev Inv Vet Peru 2019; 30(4): ...-...

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de fluido folicular fueron
colectadas en el Camal Municipal del Distri-
to de Nufioa, ubicado en la provincia de
Melgar, Region Puno, Pera. El analisis
bioquimico de las muestras fue realizado en
el Laboratorio de Bioquimica de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional del Altiplano, Puno.

Se utilizaron 60 alpacas hembra
Huacaya vacias y en edad reproductiva (3-8
afios) que estaban destinadas a beneficio. Las
muestras fueron obtenidas de animales en
aparente buen estado de salud, descartando-
se animales enfermos y con defectos
reproductivos. Se aspird el fluido folicular de
20 foliculos pequefios (<4 mm), de 20 foliculos
medianos (5-7 mm) y de 20 foliculos grandes
(>7 mm), tomandose una muestra por ani-
mal. Se utiliz6 una regla de Vernier para me-
dir y clasificar los foliculos. Las muestras
fueron rotuladas y transportadas en refrige-
racion al laboratorio. Las muestras fueron
decantadas sin ser centrifugadas, utilizando-
se unicamente el sobrenadante de cada tubo.

Las proteinas totales (Proteinas totales
C®), glucosa (Glicemia®), colesterol
(Colestat®), triglicéridos (TG Color®),
fosfolipidos (Fosfatemia®), calcio (Ca-Co-
lor®), fosforo (Fosfatemia®) y magnesio
(Mg-Color®) fueron determinados por el
método espectrofotométrico (Wiener Lab,
2000). La medicién de la actividad enzimatica
de la ALP (ALP 405®), ALT (GPT/ALT®)
y AST (GOT/AST®) se hizo mediante mé-
todos colorimétricos utilizando reactivos de
Wiener Lab®. La determinacion de la con-
centracion de 17-B-estradiol se realizé me-
diante la técnica de ELISA (AccuDiag™).
La cantidad de muestra por las evaluaciones
de cada foliculo fue de 25 a 100 pl, siguiendo
las recomendaciones de cada kit.

Para el analisis de los resultados y de-

terminar la cantidad de calcio, magnesio,
fosforo, fosfolipidos y fosfatasa alcalina se
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Cuadro 1. Componentes bioquimicos en fluido folicular de alpaca

Tamafio folicular Proteina Glucosa Colesterol Triglicéridos Fosfolipido:
g/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/1
Pequefios 5.03° 45.8° 3.96° 17.912 8.992 £ 0.3"
Medianos 5.68° 56.4° 5.33b 14.91° 6.0°+0.25
Grandes 7.25° 69.0? 6.18° 12.00¢ 6.11°+0.2Z

b | etras diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica (p<0.05)

utilizo un disefio estadistico completamente
al azar. La prueba de Tukey se uso para es-
tablecer diferencias entre medias a un nivel
de significancia de 0.05. El procesamiento de
datos y el analisis estadistico se realizé utili-
zando el software SPSS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las concentraciones de los componen-
tes bioquimicos del fluido folicular de alpacas
segin el tamarfio folicular se presentan en el
Cuadro 1.

La concentracion de proteina en el flui-
do folicular fue similar a un reporte previo de
los autores en foliculos pequenos, observan-
dose un incremento con la maduracion de los
foliculos, lo cual difiere de dicho estudio don-
de se observo una ligera disminucion de pro-
teinas totales en foliculos grandes (7 mm) en
alpacas (Pacheco y Coila, 2010). La concen-
tracion de glucosa fue similar entre foliculos
pequeiios y medianos, siendo mayor (p<0.05)
en foliculos grandes, tal y como lo reportan
Pacheco y Coila (2010). Este comportamiento
posiblemente juegue un papel importante en
el proceso de maduracion folicular y ovula-
cion (Murray et al., 2001); sin embargo, es
diferente a lo descrito por Gerard ef al. (2002)
en yeguas. Es posible que también sea una
fuente adicional de glucosa para los
espermatozoides, puesto que una parte de
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este fluido ingresa hacia el oviducto después
de la ovulacion, toda vez que la glucosa es
una fuente energética para espermatozoides
de alpaca (Garnica et al., (1993, 1995).

La cantidad de colesterol en el fluido
folicular de la alpaca se incrementa con la
maduracion del foliculo evidenciando su ne-
cesidad, posiblemente como fuente primaria
para la esteroidogenesis (Squires, 2003). La
concentracion registrada es superior a la re-
portado en marranas (Chang et al., 1976) y
diferente a la indicada por Pacheco y Coila
(2010) quienes indican que el colesterol esta-
ria disminuyendo ligeramente a medida que
los foliculos maduran, pudiendo haberse de-
bido al efecto de la centrifugacion de las
muestras. No existen reportes sobre concen-
traciones de triglicéridos en fluido folicular;
sin embargo, los resultados obtenidos con-
cuerdan con las observaciones de Pacheco y
Coila (2010), donde los lipidos totales dismi-
nuyen a medida que los foliculos incrementan
su tamafio; asi mismo, los fosfolipidos dismi-
nuyen a medida que los foliculos incrementan
su diametro, como ha sido observado en va-
cunos, donde se reportan concentraciones de
fosfolipidos en foliculos pequefios, medianos
y grandes de 62.7, 48.3 y 41.1 mg/dl
(Brantmeier et al., 1987). Este comporta-
miento se deberia a que los fosfolipidos y otros
lipidos son utilizados para la formacion de
membranas celulares durante la proliferacion
de las células del camulo y la granulosa
(Bloomfield, 2002).
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Las cantidades de calcio encontradas
en este estudio son menores a las reportadas
en ovinos (Nandi ef al., 2007); mientras que
se han reportado concentraciones similares
en foliculos pequefios (7.6 mg/dl) y en foliculos
grandes (8.4 mg/dl) en vacunos (Wise 1987;
Iwata et al. 2004). Por otro lado, se han re-
portado valores superiores en cerdos (Schuetz
y Anisowicz, 1974; Chang et al., 1976). Esta
caracteristica podria deberse a una singulari-
dad en la fisiologia intrafolicular del calcio en
los camélidos sudamericanos, ademas la can-
tidad de calcio necesaria para la reactivacion
meidtica, tal como indica Boni et al. (2002).
Es importante anotar, ademas, que calcio adi-
cional podria provenir del fluido oviductal, en
donde la concentracion de calcio es superior
al de otras especies (Pacheco y Olivera,
2006). Estas concentraciones de calcio son
dependientes y reguladas por la presencia de
LH, que en alpacas no presenta niveles altos,
salvo después de la copula, tal como indican
Bravo (1990) y Batta y Knundsen (1980).

El fosforo es necesario en los estadios
tempranos del desarrollo folicular, probable-
mente debido a la formacion de nuevas es-
tructuras celulares, dado que una de sus fun-
ciones es servir como elemento estructural
en la membrana celular (Murray et al., 2001).
Esto podria explicar alta concentracion de
fosforo en foliculos pequetios. Los valores
de fosforo hallados fueron ligeramente infe-
riores a los reportados en ovinos (Nandi et
al.,2007). Por otro lado, Chang et al. (1987)
reporta concentraciones de 9.5, 8.2 y 8.1 mg/
dl en liquido folicular de marranas para
foliculos pequeios, medianos y grandes, res-
pectivamente.

El magnesio desciende a medida que se
incrementa el tamafio folicular (Cuadro 2).
Este cambio estaria relacionado a la concen-
tracion de calcio en el liquido folicular, puesto
que como el magnesio regula la actividad y
concentracion del calcio, se observa que la
concentracion de magnesio disminuye de
manera inversamente proporcional al incre-
mento de la concentracion de calcio. Esto se
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evidencia durante el proceso de maduracion
ovocitaria, la cual se realiza en foliculos gran-
des previo a la ovulacion y subsiguiente fe-
cundacion, tal como los indica Iwata et al.
(2004) y McDonald y Edward (1995).

La actividad de la ALP fue signifi-
cativamente superior en foliculos pequefios
que en medianos y grandes (p<0.05; Cuadro
3). Similar comportamiento encontrd Zia-Ur-
Rahman et al. (2008) al estudiar la actividad
de la ALP en fluido folicular de camellos, re-
portando una mayor concentracioén en
foliculos pequetios (98.0 UI/I) que en foliculos
grandes (92.6 Ul/]). De igual forma, Nandi
et al. (2007) en fluido folicular de ovinos en-
contraron que la actividad de la ALP fue dis-
minuyendo significativamente a medida que
el tamafio del foliculo aumentaba. Mishra et
al.(2003) en cabras también determinaron que
la actividad de esta enzima presentaba una
tendencia inversa; es decir, la actividad dis-
minuye a medida que el foliculo desarrolla.

La mas alta actividad de la ALP en las
fases iniciales del desarrollo folicular podria
deberse al ambiente predominante en
androgenos que existen en el foliculo peque-
fio, lo cual induce a una mayor actividad de la
ALP, tal como lo indica Kalmath (2007) en
bufalos. La disminucion de la actividad en los
foliculos mayores se deberia al cambio en el
ambiente hormonal de los foliculos en desa-
rrollo, en donde predominan los estrégenos
sobre los andrégenos (Nandi et al., 2007).

En forma similar, las actividades de las
enzimas AST y ALT fueron significativamente
superiores en foliculos pequefios que en me-
dianos y grandes (p<0.05; Cuadro 3). Zia-Ur-
Rahman et al. (2008) en fluido folicular de
foliculos pequefios y grandes de camellos en-
contraron diferencias significativas (138.3 y
106.9 U/l para AST y 45.9 y 28.7 Ul para
ALT en foliculos pequefios y grandes, respec-
tivamente). Por otro lado. Iwata (2004) encon-
tr6 una mayor actividad de AST en fluido
folicular de bovinos en comparacion con la con-
centracion en suero sanguineo.
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Cuadro 2. Concentracion de minerales en fluido folicular de alpaca en diferentes estadios de

desarrollo folicular

Tamagio folicular Calcio Fosforo Magnesio
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Pequefios 5.76°+0.22 15.69* +0.58 2.91*£0.08
Medianos 8.19°+0.33 10.61°+0.45 2.85°+0.11
Grandes 9.58*+0.36 10.71° +0.44 2.59°+0.10

abc | etras diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica (p<0.05)

Cuadro 3. Concentraciones de fosfatasa alcalina (ALP), aspartato transaminasa (AST), alanina
transaminasa (ALT) y estradiol en fluido folicular de alpaca

Tamaio folicular ALP AST ALT 17-B-estradiol
un un ng/ml
Pequefios 84.60? 238.17* 24.24 0.80°£0.10
Medianos 75.40° 174.83° 18.00° 1.91°+£0.18
Grandes 75.59° 152.06° 11.72¢ 2.392£0.15

ab¢ etras diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica (p<0.05)

Las transaminasas son enzimas que
participan activamente en el metabolismo de
compuestos nitrogenados, esencialmente en
el metabolismo de aminoacidos y proteinas,
y nucleotidos y acidos nucleicos; por consi-
guiente, la alta actividad de estas enzimas en
foliculos pequefios indican los altos requeri-
mientos de aminoacidos en las fases tempra-
nas del desarrollo folicular debido a la mayor
proliferacion celular de la granulosa y, sobre
todo, de la teca interna del foliculo (Zia-Ur-
Rahman et al., 2008). Ademas, también po-
dria deberse, tal como lo indican Kalmath
(2007) y Nandi et al. (2007), al ambiente hor-
monal que predomina en cada fase del desa-
rrollo folicular, tal como se indicé para el caso
de la ALP.

Comparando los niveles de la AST y
ALT de fluido folicular de alpacas con el de
camellos, especies congéneres, se observa
que existen ligeras variaciones. Asi por ejem-
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plo, la actividad promedio de la AST en
alpacas es de 188.35 UI/I, valor superior al
del camello (122.6 UI/l), y el valor de ALT
17.98 UI/ es inferior al del camello (37.3 UI/),
atribuyendo estas diferencias a las caracte-
risticas propias de la especie.

Por los resultados obtenidos, se demues-
tra que en foliculos ovaricos de alpacas, al
igual que en otras especies, hay una mayor
actividad de las enzimas ALP, AST y ALT en
foliculos pequefos, como resultado de la ma-
yor demanda metabolica por energia y
sustratos para el desarrollo y maduracion del
foliculo, fruto de la mayor proliferacion celu-
lar de los distintos compartimientos foliculares.

Por ultimo, las concentraciones de 17-
B-estradiol fueronde 0.80+0.1,1.91+£0.17y
2.39 £ 0.15 ng/ml para foliculos pequefios,
medianos y grandes, respectivamente,
incrementando visiblemente su concentracion

Rev Inv Vet Peri 2019; 30(4): 1629-1636



Composicion bioquimica del fluido folicular de la alpaca

de acuerdo al grado de crecimiento y diame-
tro folicular, de acuerdo con lo descrito por
Bravo (1990), y como también ocurre en otras
especies, puesto que el fluido folicular se com-
porta como un reservorio de estrogenos,
incrementandose de acuerdo al aumento de
su tamafio y acercandose al momento de la
ovulacién (Squires, 2003).

CONCLUSIONES

e Los niveles de proteinas, glucosa, cal-
cio, colesterol y 17-B-estradiol se
incrementan a medida que los foliculos
maduran e incrementan su diametro.

e Losniveles de triglicéridos, fosfolipidos,
magnesio y fosfatasa alcalina disminu-
yen su concentracion a medida que se
incrementa el diametro folicular.

e Los niveles de fosforo disminuyen de
foliculos pequefios a medianos, para lue-
go incrementarse ligeramente en
foliculos grandes.

e Las concentraciones de minerales,
fosfolipidos y fosfatasa alcalina son me-
nores a las concentraciones obtenidas en
otras especies.
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