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Resumen. El objetivo de este estudio fue evaluar los ovocitos recuperados segun calidad, métodos de recuperacion, medios
de coleccion y medios de transporte de ovarios de alpacas. Se colectaron ovarios del matadero y se transportaron en medios
buffer fosfato salino (PBS) o NaCL, mantenidos entre 30 a 36 °C por 6 h hasta el arribo al laboratorio, luego se les mantuvo
a 37 °C durante la evaluacion. Se recuperaron ovocitos mediante aspiracion folicular o slicing; con medio de cultivo tisular
(TCM) o PBS. Se aspiraron ovocitos de foliculos de 2 a 6 mm de didmetro. Se colectdé mayor (P 0.05). Los medios de
transporte de los ovarios PBS o NaCl, medios de coleccion de ovocitos PBS o TCM no afectaron (P > 0.05) la cantidad de
ovocitos ni el numero de ovocitos recuperados segun calidad. En conclusion, se recuperé mas ovocitos con el método
slicing que, con aspiracion folicular; el nimero y la calidad de ovocitos recuperados no fueron afectados por medios de
transporte de ovarios PBS o NaCl ni por medios de coleccion de ovocitos PBS o TCM
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Abstract. The objective of the study was to evaluate the recovered oocytes according to quality, recovery methods,
collection media and ovarian transport media in alpaca. Ovaries were collected from the slaughterhouse and transported in
phosphate buffered saline (PBS) or NaCl media, kept between 30 to 36° C for 6 h until arrival at the laboratory, then they
were kept at 37 °C during the evaluation. Oocytes were recovered by follicular aspiration or slicing; with tissue culture
medium (TCM) or PBS. Oocytes were aspirated from follicles 2 to 6 mm in diameter. A greater (P 0.05). PBS or NaCl
ovarian transport media, PBS or TCM oocyte collection media did not affect (P> 0.05) the number of oocytes or the number
of oocytes recovered according to quality. In conclusion, more oocytes were recovered with the cutting method than with
follicular aspiration; the number and quality of retrieved oocytes were not affected by PBS or NaCl oocyte transport media
or by PBS or TCM oocyte collection media.
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1. Introduccion

La carne y fibra constituyen los productos principales de importancia econémica en los sistemas de produccion
de alpacas [1]. El Peru posee una poblacion de 3 685 516 alpacas, alrededor del 90% son de baja calidad genética [2]. Esta
calidad genética, entre otros factores, esta relacionada directamente con la fertilidad, que cada vez es més afectada [3].

Las biotecnologias reproductivas en camélidos que estdn en desarrollo en el Peru, incluyen la inseminacion artificial,
transferencia de embriones, criopreservacion de gametos y estudios preliminares sobre fertilizacion in vitro [4]. Los
protocolos de recuperaciéon y maduraciéon de ovocitos afectan la fertilizacion in vitro, siendo bajas [5,6]. Los estudios
futuros que implican la aplicacion de biotecnologias reproductivas en camélidos sudamericanos deben centrarse en el
desarrollo de protocolos estandarizados para la maduracion in vitro de ovocitos y cultivo de embriones, estos avances
deben con tribuir a la produccién exitosa de la primera cria de camélidos sudamericanos derivado de tecnologias in vitro
[5]; que permitiria la posibilidad de obtener mayor nimero de generaciones de poblaciones en tiempo menor [6].

Por las consideraciones anteriores, hay necesidad de mejorar el transporte de ovarios, medios de coleccion y métodos de
recuperacion de ovocitos; en consecuencia, obtener mas cantidad de ovocitos de calidad que sirvan para la maduracion in
vitro. Esto podria ayudar a mejorar las biotecnologias reproductivas en camélidos sudamericanos. El objetivo de este
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estudio fue evaluar los ovocitos recuperados segun calidad, métodos de recuperacion, medios de coleccion y medios de
transporte de ovarios de alpacas Huacaya.

Por las consideraciones anteriores, hay necesidad de mejorar el transporte de ovarios, medios de coleccion y métodos de
recuperacion de ovocitos; en consecuencia, obtener mas cantidad de ovocitos de calidad que sirvan para la maduracion in
vitro. Esto podria ayudar a mejorar las biotecnologias reproductivas en camélidos sudamericanos. El objetivo de este
estudio fue evaluar los ovocitos recuperados segun calidad, métodos de recuperacion, medios de coleccion y medios de
transporte de ovarios de alpacas Huacaya.

2. Método

2.1. Localizacion

El estudio de la evaluacion ovocitaria, se realizo en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la Universidad
Nacional San Cristobal de Huamanga (13°08'40.3"S 74°13'25.8"W). Los ovarios de las alpacas, fueron recuperados del
Camal Municipal de Huancavelica (12°47'25.8"S 75°02'15.1"W).

2.2. Disefio experimental

Se usd dos medios de transporte de ovarios: fosfato buffer salino (PBS), NaCl al0.9%; dos medios de coleccion
de ovocitos: medio de cultivo tisular (TCM - 199), PBS; dos métodos de recuperacion de ovocitos: aspiracion folicular y
slicing. Distribuidos al azar en factorial 2Ax2Bx2C (A = medios de transporte; B = medios de coleccion; C = métodos de
recuperacion).

2.3. Coleccion y transporte de ovarios
Coleccion de ovarios

Los ovarios fueron colectados (n=160) de alpacas adultas Huacaya postmortem beneficiadas en el Camal
Municipal de Huancavelica, dentro de los 15 min de beneficio aproximadamente. Los ovarios se cortaron de la bolsa
ovarica, luego, colocados en bolsas de polietileno en medios de transporte.

Transporte de ovarios

Los ovarios fueron transportados en dos medios de transporte PBS o NaCl, cada uno en 500 mL de medio, dentro
de la caja de poliestireno, donde se mantuvieron a una temperatura de 30 a 36 °C arribando al laboratorio en 6h
aproximadamente para su evaluacion.

2.4. Recuperacion de ovocitos
Por método de aspiracion

Los ovarios fueron lavados dos veces con cloruro de sodio al 0.9%, manteniéndose a 36 °C utilizando platina
térmica. Se aspiro los ovocitos de foliculos de 2 a 6 mm de diametro con aguja de 18 G x 1.5" adosado a una jeringa de 10
mL, donde contenia 1 mL de PBS o TCM. Se aspir6 de ambos grupos de ovarios con medios de transporte NaCl o PBS. El
contenido folicular aspirado se coloco a tubos conicos de 45 mL, sedimentando por 15 min, luego se aspir6 el sedimento
con pipeta Pasteur hacia las placas Petri de 10 x 30 mm de diametro para su evaluacion posterior.

Por método de slicing

Los ovarios fueron manipulados como se describid anteriormente, hasta la colocacion sobre las placas Petri (14 x
93 mm) que contenia 2 mL de PBS o TCM, se sujet6 con pinza el ovario y se realizo los cortes longitudinales transversales
a distancias de 2 mm aproximadamente por los lados de la pared ovarica donde se ubica la corteza ovarica, luego se embebid
con el medio de coleccion y se realizo el lavado con el mismo medio. El contenido de la placa Petri se transfirio a otra
placa de 10 x 30 mm dejando reposar por 15 min hasta su evaluacion posterior.
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2.5. Evaluacion de ovocitos

Previa a la evaluacion los ovocitos, los ovocitos fueron lavados en gotas de PBS o TCM en repetidas veces. La
calidad de los ovocitos se evalu6 de acuerdo a la clasificacion morfoldgica descrito por De Loos et al. [7]; los ovocitos
fueron categorizados segun el numero de capas de células del cumulus y el aspecto del citoplasma, categoria 1: COC con
> 5 capas de células del cumulus compactos y citoplasma homogéneo; categoria 2: COC con 2 a 4 capas compactas de
células del caimulo, y citoplasma homogéneo; categoria 3: < 1 capa de células de la granulosa o parcialmente denudado, y
citoplasma vacuolado; y categoria 4: ovocitos denudados y citoplasma granular.

2.6. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizo el software estadistico SAS v 9.3 [8]. Se comprob6 la normalidad con la
prueba de Shapiro-Wilk y homogeneidad de varianzas con Levene. Los datos se transformaron a valores angulares cuando
fueron necesarios. Se realizo el analisis de varianza mediante procedimiento GLM considerando factorial 2A x 2B x 2C
(factor A, medios de transporte de ovarios: PBS o NaCl; factor B, factor método de recuperacion de ovocitos: aspiracion o
slicing; factor C, medio de coleccion de ovocitos: PBS o TCM). La comparacion de medias se realizo con prueba de Tukey.
Se consider6 que hubo diferencia cuando P<0.05.

3. Resultados

3.1. Ovocitos recuperados

Los resultados de los ovocitos recuperados se muestran en la Tabla 1. Se recuperé mayor (P < 0.05) cantidad de
ovocitos con el método slicing que con aspiracion. Los medios de transporte de ovarios con PBS o NaCl, medios de
coleccion de ovocitos con PBS o TCM no afectaron (P > 0.05) la cantidad de ovocitos recuperados. Entre medios de
transporte, medios de coleccion y métodos de recuperaciéon no hubieron (P > 0.05) interacciones para la cantidad de
ovocitos recuperados.

Tabla 1. Media de ovocitos recuperados (+ desviacion estandar) de ovarios de alpacas, segiin medios de transporte, medios de
coleccion y métodos de recuperacion.

. . . _ Ovocitos por
Medio de Metodo de Medio de Owvarios g\?ct}?:litiz tos po
transporte recuperacion coleccion utilizados (n) recuperados ovario
PBS Aspiracion PBS 20 99 4.95 £0.64

TCM 20 105 525049
Slicing PBS 20 213 10.65 £ 0.64
TCM 20 217 10.85 = 0.49
NaCl Aspiracion PBS 20 98 4.90 £ 0.57
TCM 20 96 4.80+0.14
Slicing PBS 20 203 10.15 £0.21
TCM 20 209 10.45 = 0.78
Aspiracion 20 398 498 = 0.46%
Slicing 80 842 10.53 = 0.53°

Letras con superindices distintas dentro de la misma columna expresan diferencias (P <0.05).
PBS= buffer fosfato salino; TCM= medio de cultivo tisular.
3.2, Cantidad de ovocitos recuperados segin calidad

Los resultados de los ovocitos recuperados de acuerdo a la calidad se muestran en la Tabla 2. Se colecté mayor
(P<0.05) nimero de ovocitos de calidad 1, 2, 3 y 4 con el método de slicing que con aspiracion folicular. Las proporciones
de ovocitos recuperados de calidad 1 y 2 aptos para maduracion in vitro entre método de aspiracion (27.4; 40.5%) y slicing
(26.8; 38.8%) fueron similares (P > 0.05). Los medios de transporte de ovarios PBS o NaCl, medios de coleccion de
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ovocitos PBS o TCM no afectaron (P > 0.05) sobre la calidad de ovocitos recuperados. No hubo (P > 0.05) interacciones
entre medios de transporte, medios de coleccion y métodos de recuperacion para la cantidad de ovocitos recuperados segiin
calidad.

Tabla 2. Numero de ovocitos recuperados clasificados

seglin calidad y métodos de recuperacion de ovocitos de Alpacas.

Calidad de Metodo de recuperacion de ovocitos
ovocito Aspiracion (n = 80 ovarios) Slicing (n = 80 ovarlos)
Cantidad Ya Cantidad %%
1 ' 109° 274 2260 268
2 l61® 40.5 3270 38.8
3 512 12.8 106° 12.6
- 17 19.3 183° 21.7
Total 398 842

a Superindices diferentes dentro de la misma fila expresan diferencia (P < 0.05).
4. Discusiones Conclusiones

Los resultados encontrados en esta investigacion de ovocitos recuperados por ovario por método de aspiracion fue
5.0% 0.4; por slicing 10.5 + 0.5; estos resultados son respaldados por Vasquez et al. [9] quienes recuperaron 4.50 = 2.06
ovocitos con método de aspiracion y 10.0 = 7.01 ovocitos por ovario utilizando corte folicular. Otros estudios muestran
resultados variables, Benavides et al. [10] reportan por método de aspiracion 7.42 + 4.67; por diseccion 14.45 = 4.38 de
ovocitos colectados por ovario. Gomez et al. [11] encontraron por aspiracion folicular 3.21 + 1.19; por slicing folicular
3.77 + 1.25; por diseccion-ruptura folicular 4.08 + 1.15 ovocitos colectados por ovario. Mamani [12] recuperd 2.5 de COC
viables por ovario; Ruiz et al. [13] 2.2 COC por ovario de alpaca.

Varios factores afectarian la cantidad de los ovocitos recuperados. Uno de los mas importantes seria el estado de la onda
folicular, que estaria relacionado con la nutricion. La época en que se colecto los ovocitos, este estudio se realizé en época
seca, donde la disponibilidad de alimentos para las alpacas es limitada. Dupont et al. [14] sefialan que en los rumiantes
como en otros mamiferos, las alteraciones de la energia y el metabolismo de proteinas relacionados con las variaciones en
la dieta pueden afectar las funciones reproductivas a diferentes niveles en el eje gonadotropico. Los factores que influyen
son los nutrientes (4cidos grasos, glucosa y aminoécidos) y las sefiales hormonales de diversos tejidos periféricos, IGF-I,
hormona del crecimiento, hormonas tiroideas y adipocinas como leptina, adiponectina y resistina. El metabolismo de la
glucosa en la funcion folicular es importante para el desarrollo de los ovocitos [15].

Los ovocitos recuperados de acuerdo a la calidad encontrados en el presente estudio, para las calidades I mas II (67.9%
mediante aspiracion; 65.6% a través de slicing), son respaldados por Gomez et al. [11] quienes recuperaron 63.2, 67.9 y
72.4% de complejos ovocitos cumulus de calidad I y II, con los métodos de aspiracion folicular, slicing de ovarios y
diseccion-ruptura folicular, respectivamente. En otro estudio Benavides et al. [10] recuperaron 17.5 y 63.41% de ovocitos
de calidad A y B mediante aspiracion; 18.46 y 56.34% de calidad Ay B por el método de diseccion. Vasquez et al. [9]
reportaron 40.0 y 31.1% de ovocitos colectados por aspiracion; 30.0 y 31.0% por corte de ovocitos de calidad I y II,
respectivamente.

El estado de crecimiento y desarrollo de los foliculos afectaria la calidad de los ovocitos. Trasorras et al. [16] sefialan que,
al no conocerse los estados de los foliculos si estan en fase preovulatoria, crecimiento o regresion, afectaria la calidad de
los ovocitos. La mayor cantidad de ovocitos recuperados por método de corte, estaria atribuido a que son prevenientes de
diferentes tamafios o fases de foliculos, mientras por aspiracion los ovocitos fueron aspirados de foliculos entre 2 a 6 mm
de diametro. El crecimiento y desarrollo de los foliculos y los ovocitos es influido por las gonadotropinas y estas tienen
dependencia de la nutricion. La insulina, leptina, factor de crecimiento tipo insulinoide, hormona de crecimiento, hormonas
tiroideas, ghrelina, apelina, adipocinas, adiponectina, resistina y otras biomoléculas posiblemente regulen la cantidad de
energia requerida en el crecimiento de foliculos, ovocitos y embriones [14]. La calidad de los ovocitos es afectada por la
nutricion y alimentacion, sobre todo el tipo energético, en efecto influye en los mecanismos reproductivos de los animales
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[17,18]. El crecimiento y maduracion de los ovocitos son afectados por procesos metabdlicos energéticos que ocurren en
los mismos, por tanto, afectan la calidad de los ovocitos, la participacion de los acidos grasos es fundamental [19,18].
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