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RESUMEN

La escasa informacion existente sobre la produccién in vitro de embriones de
alpaca y considerando la maduracion in vitro de ovocitos como una primera etapa
fundamental que antecede a las demas etapas del proceso, sugiere estudiar y
evaluar factores involucrados en ésta; por ello, el objetivo de la presente
investigacion fue evaluar el efecto de dos Factores de Crecimiento (FC): Factor
de Crecimiento Epidermal (EGF) y Factor de Crecimiento Similar a la Insulina Tipo
| (IGF-I) sobre la tasa de maduracion de ovocitos de alpaca y evaluar la influencia
de ésta sobre la tasa de desarrollo embrionario luego de la Fecundacion In Vitro
(FIV), ademés de determinar el tipo y concentracion de FC con la que se obtiene
la mayor cantidad de embriones. La investigacion se ejecutd en el Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva de la Estacién Experimental Agraria Canaan-INIA-
Ayacucho. Se recuperaron un total de 2369 ovocitos de 414 ovarios de alpaca
provenientes del Matadero Municipal de Huancavelica, los cuales fueron
transportados a 4-9°C por un maximo de 20 h en Solucién Salina al 0,9% con
gentamicina. Para la recuperacion de los Complejos Cumulo-Ovocitos (CCO) se
utilizé la técnica de diseccion-ruptura folicular, seleccionando los ovocitos de
calidad I, Il y 1. Los ovocitos seleccionados fueron distribuidos al azar en un medio
de maduracion constituido por: TCM-199, piruvato de sodio (0,011 g/ml), 17-8
estradiol (22,2 mg/ml), L-glutamina (0,015 g/ml), FSH (0,5 mg/ml), LH (0,5 mg/ml),
SFB (5%), gentamicina (80 mg/ml) y suplementado con FC segun tratamiento. Se
disefiaron cinco tratamientos: T1: 10 ng/ml de IGF-I; T2: 50 ng/ml de IGF-I; T3: 10
ng/ml de EGF; T4: 50 ng/ml de EGF y T5: sin FC. Posteriormente el 30% de
ovocitos sometidos a maduracion in vitro fueron removidos de cada uno de los
tratamientos para ser fijados en soluciéon de metanol y acido acético (3:1) a 4°C
por 36 h'y evaluados mediante la tincién de orceina acética (2%) para determinar
la maduracion nuclear a un aumento de 400X. El 70% de ovocitos sometidos a
maduracioén se fecundaron con espermatozoides recuperados de epididimos y los
presuntos cigotos fueron cultivados en medio SOF durante 7 dias a 38.5°C con
CO: (5%), O2 (5%), N2 (5%) y 90% de humedad relativa. Los resultados indican
que hay diferencia significativa (P<0,05) de los FC sobre la tasa de maduracion
de ovocitos con la prueba de Duncan; resultando el T1 (61,81%) diferente al T5
(42,22%). Respecto a la tasa de desarrollo embrionario, también se encontré
diferencia significativa (P<0,05) entre tratamientos, siendo el IGF-I a 50ng/ml
(37,26%) el tratamiento que proporcioné mayores tasas de desarrollo embrionario
respecto a los demas tratamientos. En conclusion, la suplementacion del medio
de maduracion con IGF-I a 50 ng/ml favorece la produccion in vitro de mayor
cantidad de embriones de alpaca.

Palabras claves: Vicugna pacos “alpaca”, maduracion in vitro de ovocitos,
embriones, factores de crecimiento, diseccion-ruptura folicular.
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l. INTRODUCCION

La crianza de Camélidos Sudamericanos en las zonas alto andinas del Perd,
Bolivia, Argentina, Chile y Ecuador constituyen una actividad importante y de
impacto en el desarrollo socio econémico de la poblacién, no soélo por su
capacidad de adaptacion a las condiciones medioambientales (3,000 a 5,000
msnm) donde no es posible realizar como actividad economica la agricultura ni la
crianza de otras especies de animales domésticos, sino por su capacidad inusual
de convertir eficientemente los pastos pobres de estas alturas en productos de
alta calidad como la fibra y carne, ademas de servir para transporte, aportar
estiércol como fertilizante, servir como fuente de ingresos econdémicos y cumplir
roles relevantes en festividades rituales.!

En la actualidad, en el Peru el 95% de la crianza de Camélidos Sudamericanos se
desarrolla en condiciones de comunidades campesinas, si se tiene en cuenta que
el 70% de los productores desarrollan la crianza bajo sistemas tradicionales; con
escasos criterios de mejoramiento genético, debido a que cada vez existe una
demanda insatisfecha de reproductores de calidad y la escasez de centros de
produccion de reproductores de probada calidad que conllevan a que la
produccion y productividad sean bajas, comprometiendo el peso del vell6n, peso
vivo y la calidad de la fibra. Por lo tanto, se hace imprescindible forjar y seguir
trabajando en investigaciones y validaciones que apliquen las biotecnologias
reproductivas apropiadas para contribuir a mejorar los niveles de produccién y
productividad, logrando la multiplicaciéon de animales de alto valor genético.?

La aplicacion de las biotecnologias reproductivas como la Fecundacion In Vitro
(FIV) representa una alternativa de gran trascendencia productiva para el
mejoramiento genético de camélidos domeésticos y para la preservacion de los
camélidos silvestres, mejorando rapidamente de esta manera los bajos indices
reproductivos y logrando la multiplicacion de animales de alto valor genético; asi

como viene contribuyendo al progreso genético en bovinos domésticos.?



Actualmente se vienen desarrollando diversas estrategias para poder incrementar

la eficiencia de la produccion in vitro de embriones en camélidos a través de la

FIV, pero estas aun no estan debidamente desarrolladas debido a que se

requieren mas investigaciones para perfeccionar los sistemas Optimos en la

produccién, evaluando el protocolo paso a paso.*

La produccion in vitro de embriones involucra tres procesos fundamentales, que

independientemente del protocolo que se utiliza, en orden cronolégico son:

maduracion in vitro de ovocitos (MIV), FIV y cultivo in vitro de embriones (CIV);

estas tres etapas comprenden diversos procesos fisiolégicos y reacciones

bioguimicas, condicionando cada uno el éxito o el fracaso del siguiente>®y la

escasa informacion existente sobre la estandarizacion de protocolos de la FIV en

camélidos domésticos sugiere, estudiar y evaluar factores involucrados en la

maduracién de ovocitos como primera etapa, con la finalidad de obtener una alta

tasa de ovocitos maduros aptas para la FIV, asi como se obtuvo en otras especies

de interés.’

Por lo tanto, con la finalidad de desarrollar un protocolo de maduracion in vitro de

ovocitos de alpaca, los objetivos del presente trabajo fueron:

1.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de dos factores de crecimiento (FC): Factor de Crecimiento

Epidermal (EGF) y Factor de Crecimiento Insulinico tipo | (IGF-I) en diferentes

concentraciones, sobre la tasa de maduracion de ovocitos y posterior desarrollo

embrionario in vitro de Vicugna pacos “alpaca”.

1.2. Objetivos especificos

e Determinar el tipo y concentracién de factores de crecimiento para lograr la
mayor tasa de maduracién de ovocitos y desarrollo embrionario in vitro de
alpacas.

e Determinar la tasa de ovocitos maduros in vitro de alpacas, inducidas con
factores de crecimiento.

e Determinar la tasa de desarrollo embrionario in vitro de alpacas a partir de

ovocitos madurados con FC.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes.

Hasta la actualidad existen escasos reportes de investigaciones sobre la
maduracion in vitro de ovocitos de alpacas inducidas con factores de crecimiento;
sin embargo, hay evidencias de investigaciones que han incorporado estos
factores en sus protocolos de maduracion in vitro; asi como también, en el caso
de llamas, bovinos, ovinos y otras especies de interés econémico.

En el afio 2008, se reportd por primera vez en el Perl, embriones de alpaca
producidos in vitro; investigacién en la que utilizaron ovarios colectados de un
matadero, donde a partir de 31 ovarios, se recogié 262 Complejo Cimulo-Ovocito
(CCO) que se maduraron en Medio de Cultivo Tisular (TCM-199) suplementado
con: EGF, Suero Fetal Bovino (SFB) inactivado con calor al 10%, Hormona
Foliculo Estimulante (FSH), Hormona Luteinizante (LH), estradiol y cisteamina.
Los CCO se incubaron durante 30 h a 38,5°C, 5% de CO: y 90% de humedad.
Luego de la FIV y CIV, el porcentaje de ovocitos que alcanzé la etapa de mérula
y blastocisto fue del 8,0% (21/262) y el porcentaje de blastocistos (dia siete) fue
de 14,28% (3/21).2

En el afio 2007, una investigacion realizada en llamas, report6 el uso de FC en el
medio de maduracién in vitro de ovocitos. Para esta investigacion se recuperé en
total 144 CCO de 156 foliculos aspirados de 22 ovarios, recuperados mediante
Laparatomia de Flanco y Aspiracion de Ovocitos Guiada por Ultrasonido
Transvaginal. Los CCO fueron madurados en un medio de maduracion constituido
por: TCM-199, 5 pg/ml de FSH, 10 pg/ml LH, 10 ng/ml de EGF, 10 ng/ml de IGF-
[, 1 pg/ml de 17B-estradiol y 10% de SFB, obteniendo 74% de ovocitos en
metafase Il luego de 30 h de maduracién in vitro; asi mismo, indican que una
mayor cantidad de ovocitos recuperados por Laparatomia de Flanco alcanzo6 la
etapa de metafase Il (77% frente a 44%, P<0,005).°



En bovinos, en un experimento se evaluo el efecto de la adicion de EGF en el
medio de maduraciéon de ovocitos en la produccion in vitro de embriones,
criopreservados mediante congelacion lenta. Los CCO fueron colectados y
clasificados dividiéndolos en tres grupos: Grupo |. Se realizé la adicién de 100
ng/ml de EGF en el medio para la MIV. Grupo Il. Adicién de 50 ng/ml de EGF en
el medio para MIV. Los CCO del tercer grupo (Control) fueron madurados en el
mismo medio para MIV, pero sin la adicién de EGF. Reportando que, al adicionar
50 ng/mly 100 ng/ml de EGF al medio MIV, se logré incrementar el porcentaje de
ovocitos en metafase Il (81,4+4,2 y 86,3+4,9; respectivamente) frente al grupo
control (75,3+4,3); asi mismo, reportan que tras la adicion de 50 ng/ml de EGF al
medio para la MIV se obtiene una mayor cantidad de embriones (33,8+10,9) frente
al grupo | y grupo control (30,9+15,9 y 30,7+3,5; respectivamente).1°

Otro estudio en bovinos, investigd el efecto de EGF sobre la tasa de maduracion
de ovocitos cultivados in vitro en un medio de maduracién quimicamente definido;
para el cual utilizaron 484 ovocitos de ovarios recolectados en matadero, siendo
el medio base TCM-199 suplementado con piruvato de sodio, 17(3-estradiol y
gentamicina (medio control), donde se formaron cuatro tratamientos al azar: T1:
Control sin EGF; T2: control mas 1 ng/ml de EGF; T3: control mas 10 ng/ml de
EGF y T4: control mas 50 ng/ml de EGF. Encontrdndose mayor proporcion de
ovocitos que alcanzaron el estadio de metafase Il con el tratamiento de 50 ng/ml
de EGF (73%), seguido por 10 ng/ml (54,2%) y con 1 ng/ml de EGF (32,3%).°
Asi mismo, en otro estudio en bovinos se utiliz6 EGF en el medio de maduracion
in vitro; donde los CCO recuperados fueron seleccionados y madurados in vitro
en 500 pl de medio de maduracion constituido por: TCM199, 10% de SFB, 10
ng/ml de EGF y antibidticos, recubiertos con aceite mineral. Después del periodo
de incubacién (22-24 h a una temperatura de 38,5°C al 5% de CO>), se obtuvo una
media de 87% de ovocitos que alcanzaron la maduracién nuclear (metafase I1).1
Por otro lado, otro estudio evalu6 el desarrollo in vitro de embriones bovinos a
partir de CCO madurados en TCM-199 suplementado con LH, FSH, 173-estradiol
y cisteamina. Este medio de maduracion se enriquecié con SFB (10%) o con
mezclas de FC: EGF, IGF, Factor de crecimiento de Fibroblastos (FGF) y Factor
de Crecimiento Derivado de Plaguetas (PDGF). Reportando que, al adicionar
10ng/ml de EGF y 20 ng/ml de FGF al medio para la MIV, se obtuvo 50,17+1,60%
de embriones con cinco a ocho células, obtenidos al dia tres. Ademas, reportan
que al adicionar 10 ng/ml de EGF y 5ng/ml de IGF-I, se obtienen 16,51+1,49% de



blastocistos, al dia siete.?

También, otro estudio reveld que tras la adicibn de EGF (10 ng/ml) e IGF-I (5
ng/ml) al medio de maduracion (TCM-199, NaHCO3, FSH, LH, 17B-estradiol y
cisteamina), se obtuvieron valores mas elevados en el porcentaje de embriones
de cinco a ocho células (52,22+1,74% y 46,82+1,17%, respectivamente), respecto
al grupo control (41,03+1,75%); asi mismo, revelan que al evaluar al sexto dia la
cantidad de morulas y blastocistos fue de 34,77+1,64% para EGF (10 ng/ml),
36,37+1,19% para IGF-I (5 ng/ml) y 32,58+1,49% para el grupo control.*®

En otra investigacion se buscé estudiar el efecto del EGF en la MIV de ovocitos
bovinos sobre el desarrollo embrionario in vitro. Se probaron los siguientes
tratamientos: 1) Medio de maduracién ovocitaria modificado (MMOM) constituido
por: TCM-199, alcohol polivinilico, hepes, piruvato de sodio, gentamicina,
cisteamina, L-cisteina, L-glutamina, bicarbonato de sodio, FSH e IGF-I (5 ng/ml)
(T1); 2) MMOM suplementado con 10 ng/ml de EGF (T2); 3) MMOM suplementado
con SFB al 10% (T3). Luego de la M1V, los ovocitos fueron fecundados y cultivados
in vitro hasta el estadio de blastocisto. Encontrando que, los ovocitos madurados
con 10 ng/ml de EGF presentaron una tasa mayor de desarrollo hasta el estadio
de blastocisto (24,4%) respecto al medio control (10,5%).4

Asi mismo, se han madurado con éxito ovocitos de cerda al suplementar el medio
con 25 ng/ml EGF, incrementando de manera significativa el grado de expansién
de las células del cimulo durante la maduracion, y que concentraciones de 50 -
100 ng/ml también incrementan el grado de expansion; ademas, se observa que
disminuyeron el nimero de ovocitos degenerados.*®

Por otro lado, se realizaron estudios en bovinos, donde la adicion de 10 ng/ml de
IGF-I al TCM-199 como medio de maduracién que contenia 10% de suero de vaca
en estro, tuvo un efecto positivo sobre la tasa de divisién. Sin embargo, la tasa de
division solo fue un efecto temporal, y no presentd un efecto significativo en el
namero de blastémeros, de manera similar la suplementacion del medio de cultivo
con concentraciones de 50 y 100 ng/ml de IGF-I no afect6 el desarrollo temprano
del embrién.1®

Otro trabajo de investigacion en equinos y bovinos, buscé establecer que el EGF
es un regulador de la maduracién de los ovocitos mediante un mecanismo en el
gue estan implicadas enzimas tirosina-quinasas y la presencia del receptor de
EGF en los foliculos ovaricos mediante técnicas imunocitoquimicas. Para el

estudio, se seleccionan ovocitos ovinos y equinos tras la aspiracion de los



contenidos foliculares y se cultivan para su maduracién in vitro, en TCM 199
durante 22 h (ovinos) o 36 h (equinos), en presencia de EGF o de tirfostinas A-23
y A-47, dos inhibidores selectivos de la actividad tirosina-quinasa (TKISs).
Reportando que, los ovocitos cultivados en presencia de EGF presentan mayor
porcentaje de maduracion que los controles y que la presencia de TKIs en los
medios con EGF da lugar a tasa de maduracién similar a las de los controles.’
2.2. Fisiologia ovarica

2.2.1. Ovogénesis

Los ovocitos se forman a partir de un pequefio nimero de células germinales
primordiales, que tienen su origen en regiones extragonadales, y que se han
detectado en el endodermo del saco vitelino y en la regién del alantoides. Durante
el desarrollo fetal las células germinales primordiales del ovario van a sufrir un
proceso de diferenciacion; e inician un proceso migratorio hacia las génadas
incipientes del feto y cuando éstas se sitlan en el ovario, reciben el nombre de
ovogonias. Este proceso migratorio se encuentra dirigido por factores
quimiotaxicos, como el Factor de crecimiento transformante § (TGFp). Otras
sefiales, como el c-Kit y el EGF, desempefian un papel importante en la
supervivenciay division de las células germinales durante este proceso migratorio;
asi como en su posterior desarrollo y crecimiento.82

Las ovogonias, se multiplican por mitosis hasta la ultima generacién, dando lugar
a ovocitos primarios al iniciarse la primera division meidtica. Toda la poblacion de
ovocitos entra en la meiosis sincronicamente en la vida fetal, justo antes o poco
después del nacimiento se produce la primera detencién de la meiosis en el
estadio de diploteno de profase | (estadio dictiato); en este momento el ovocito es
rodeado por células pre-granulosas (foliculos primordiales) que forman una
membrana basal alrededor de las mismas, generando el comportamiento
folicular.?! De esta manera, el nlcleo del ovocito primario entra en la etapa de
descanso de la primera profase meiética. El cual termina con la maduracion
folicular en el estado preovulatorio, el fin del estado de reposo depende en gran
medida de la LH.?> Ademas, la latencia del ovocito en estadio de diploteno de la
profase | se mantiene debido a un sistema de control multiple en el que estan
implicados factores como el Adenosin Monofosfato ciclico (AMPc), la hipoxantina
y el factor inhibidor de la maduracién de ovocitos, cuya finalidad es mantener

inactivo al Factor Promotor de la Maduracion/meiosis (MPF).2324



2.2.2. Foliculogénesis

La foliculogénesis es el proceso de formacion, crecimiento y diferenciacion
folicular que abarca desde el estadio de foliculo primordial hasta el de foliculo pre-
ovulatorio.®

La formacion de foliculos primordiales, se lleva a cabo durante la vida fetal
iniciando con un ovocito incompletamente rodeado de células planas, llamadas
células pre-granulosa, cuyo desarrollo requiere de la habilidad de los ovocitos para
separarse de los “nidos de células germinales” y asociarse a una capa de células
precursoras de granulosa, donde la transformacion de foliculo primordial a foliculo
primario puede prolongarse.?? Cuando se alcanza esta etapa de foliculo primario,
las células pre-granulosas no ejercen ningun efecto inhibidor sobre el crecimiento
del ovocito pero si sobre la meiosis, por lo que en esta etapa empiezan las mitosis
de éstas células y al mismo tiempo el ovocito aumenta de tamafio. De este modo,
el foliculo primario se transforma en foliculo preantral multilaminar (foliculo
secundario) que implica la transformacion de células pre-granulosas que forman
un epitelio estratificado alrededor del ovocito, llamandose células de la granulosa.
Estas células de la granulosa alcanzan un nimero elevado como respuesta a la
FSH y se forman cavidades en el espacio extracelular llenas de un fluido
denominado fluido folicular; a medida que la cantidad de liquido folicular aumenta,
las cavidades que ocupan también aumentan de tamafio para formar el antro. La
formacion del antro, dentro de una granulosa de varias capas, es caracteristico de
foliculos antrales (foliculo terciario), y durante el desarrollo del foliculo, la
produccion de liquido antral se intensifica por el aumento de la vascularizacion
folicular y la permeabilidad de los vasos sanguineos; lo que es, junto con un
enorme aumento en el tamafio de los foliculos antrales.?®

Luego de estos procesos, las células de la granulosa se diferencian en dos
subpoblaciones: por una parte, las células de la granulosa que revisten la pared
del foliculo y forman un epitelio estratificado en contacto con la lamina basal; y por
otra, las células del cimulo-ovocito que forman varias capas de células cilindricas
alrededor del ovocito. Por ultimo, en respuesta a la estimulacion hormonal, dos
eventos importantes se producen en el complejo celular ovocito-camulo; primero,
los ovocitos al completar su crecimiento completan la primera division meiotica y
se detienen en metafase Il; segundo, las células de la granulosa del cimulos que
rodean a las células germinales (ovocitos) se someten a expansion, que consiste

en la deposicion de una matriz extracelular rica en acido hialurénico que hace que



las células se separen. El ovocito en metafase Il, ain encerrado por las células
del cimulo expandido, es ovulado en el oviducto listo para la fertilizacion.®
Ademas, el foliculo dominante se encuentra bien vascularizado y genera niveles
superiores de factores como el IGF-I que favorece la supervivencia y division de
las células de la granulosa.?’

2.2.3. Ovocito

El ovocito es una célula Unica y grande, se encuentra rodeado de varias capas de
células que constituyen el ciimulus oophorus (células del cimulo-ovocito).?® Las
células de la granulosa que se encuentran en la parte mas interna de la capa de
células se denominan corona radiada, ésta se comunica con el ovocito a través
de uniones intercelulares conocidas con el término anglosajon de “gap”.?® La
presencia de estas uniones gap juegan un rol importante en el intercambio de
moléculas entre el ovocito, las células de la granulosa y la circulacion sanguinea,
con finalidad nutritiva y reguladora, conocido como “cooperacién metabdlica”, de
forma que las células somaticas proporcionan nucleésidos, aminoéacidos y
fosfolipidos, ademas de mantener un balance i6nico y una estabilidad en el RNA
mensajero en el ovocito.30-3?

Por otro lado, las cubiertas ovocitarias representan una peculiaridad de los
ovocitos, siendo la cubierta principal la zona pelicida (ZP), una capa adyacente a
la membrana plasmatica,® la cual es una especializacién de la matriz extracelular
de ocho a diez micrometros de espesor formada fundamentalmente por
glicoproteinas, algunas de las cuales son secretadas por el 6vulo y otras por las
células granulares.®* Su importancia en mamiferos radica en que esta implicada
en la union especifica espermatozoide ovocito, la induccion de la reaccion
acrosomica y el bloqueo de la polispermia gracias a los receptores espermaticos
presentes en su ultraestructura. Estos receptores impiden la unién de
espermatozoides procedentes de especies heterblogas y facilitan la penetracion
de espermatozoides homélogos.3®

2.3. Maduracién del ovocito

La maduracion del ovocito es un proceso durante el cual los ovocitos adquieren la
capacidad intrinseca para soportar etapas posteriores de desarrollo de forma
escalonada, alcanzando finalmente la activacién del genoma embrionario.*® Este
proceso comprende eventos distintos y complejos que van desde la reanudacion
de la meiosis de la profase | (primer bloqueo meiético) hasta la maduracion nuclear

del ovocito en metafase Il, donde tiene lugar el segundo bloqueo meidtico. La



maduracion se puede dividir en dos procesos separados: la maduracion nuclear y
la maduracién citoplasmatica, aunque ambos procesos ocurren simultaneamente
y en forma interconectada.®

La reanudacion de la meiosis se inicia con una oleada pre-ovulatoria de LH y sélo
se produce cuando los ovocitos de los foliculos dominantes (pre-ovulatorios)
tienen un crecimiento completo y meidticamente competentes. Antes, y en el
momento de la oleada de LH, el ovocito est4 rodeado por un cimulo compacto. A
partir de las células mas internas de los cumulos, numerosas proyecciones
penetran a la Zona Pellcida (ZP) que finalizan en el oolema con uniones gap.
Poco después de la oleada de LH, se da la interrupcién de estas uniones y durante
el periodo comprendido entre la oleada de LH y la ovulacion, el ovocito sufre una
serie de cambios notables no s6lo en su ndcleo, sino también en su citoplasma,
logrando su estado maduro.?®

2.3.1. Maduracién nuclear

Cuando la meiosis se reinicia después de un pico preovulatorio de LH y entra en
la etapa de diacinesis, los cromosomas vuelven a condensarse, el numero de
quiasmas disminuye y los cromosomas homoélogos quedan unidos solo por sus
extremos. Al término de la profase | se produce la ruptura de la envoltura nuclear,
también conocida como ruptura de la vesicula germinal (VG) y los microtubulos
del huso se unen a los cinetocoros. En la metafase | (Ml), los cromosomas
homdlogos se hallan dispuestos en el plano ecuatorial, unidos entre si por los
extremos, mientras que son traccionados hacia los polos opuestos por los
centrémeros. En anafase | los cromosomas homologos se separan dirigiéndose a
los respectivos polos. Una vez que llegan a los polos; en la telofase I, uno de los
grupos de cromosomas homologos es expulsado del ovocito como corpusculo
polar; mientras que, el otro grupo contindia con la segunda divisibn meidtica. Al
llegar al estadio de metafase Il (MIl), los cromosomas se encuentran dispuestos
en el plano ecuatorial con cada cromatida hermana unida por el centromero a
polos opuestos del huso. En este punto la meiosis se arresta nuevamente
(segundo bloqueo meidtico) y se reiniciara cuando el ovocito sea fecundado por
un espermatozoide. La entrada de un espermatozoide en el citoplasma del ovocito
maduro induce el segundo reinicio de la meiosis. Durante la anafase Il los grupos
de cromatidas hermanas se dirigen hacia los polos opuestos y durante la telofase
I uno de los grupos es expulsado como el segundo corpusculo polar. A

continuaciéon, los cromosomas del ovocito y los del espermatozoide se



descondensan y forman los pronucleos femenino y masculino respectivamente. A
medida que se acercan ambos pronucleos atraviesan una fase de sintesis de ADN
para replicar las cromatidas. Finalmente establecen un contacto intimo entre si,
pierden las envolturas nucleares y los cromosomas maternos y paternos se
disponen en el huso conformando una sola metafase mitética. Esta primera

mitosis resulta en la formacion de las dos primeras células del nuevo embrion. 38

2.3.1.1. Evaluacion del estadio nuclear de los ovocitos

Los ovocitos se evallan de acuerdo al progreso meidtico en las que se

encuentran, de acuerdo a los siguientes criterios: °

e Vesicula Germinal (VG): El nlcleo del ovocito esta intacto. La membrana
nuclear es visible y la cromatina estd solamente dispuesta alrededor del
nucleolo, que habitualmente también esté presente. En el resto del nlcleo hay
pocas zonas que se tiflen con orceina aungque, a veces, la cromatina se
distribuye en grumos que si se tifien.

e Vesicula Germinal Rota (GVBD, “Germinal Vesicle Breakdown”)
Desaparecen la membrana nuclear y el nucleolo, lo que constituye la
degradacion y desaparicion de la vesicula germinal (GVBD). A veces, se
observa la membrana nuclear de forma difusa, y los cromosomas bivalentes
comienzan a contraerse e individualizarse.

o Metafase | (MI): Los cromosomas se encuentran condensados e
individualizados al maximo, generalmente agrupados en masa y aglutinados en
la zona ecuatorial del ovocito.

e Anafase | (Al): Ocurre cuando los cromosomas, que se encuentran bajo
divisién o segregacion, se disponen a lo largo del huso acromatico.

e Telofase | (Tl): La posicion de los cromosomas es terminal, en ambos polos
del huso acromético. A veces se puede observar la membrana del primer
corpusculo polar, aunque el huso acromatico esté todavia presente.

o Metafase Il (MIl): En este estadio los cromosomas estan contraidos y situados
en el ecuador del segundo huso acromatico. Ademas, también se visualizan los
cromosomas correspondientes al primer corpusculo polar.

e Degenerados: Todas aquellas estructuras nucleares (que se tifien con la
orceina) que se encuentran dispersas e incompletas, o grandes zonas
vacuolizadas y fragmentadas en el citoplasma del ovocito.

2.3.2. Maduracion citoplasmatica

La maduracién citoplasmatica comprende los procesos 0 mecanismos
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moleculares que acompafian a la maduracion nuclear y preparan al ovocito, los
cuales involucran la redistribucion de las organelos citoplasmaticas, los cambios
en la dindmica de los filamentos del citoesqueleto y la maduraciéon molecular:3¢ 38
2.3.2.1. Redistribucién de los organelos citoplasmaticos

Durante la maduracién, las mitocondrias sintetizan ATP necesario para la sintesis
de proteinas que a su vez apoya en la finalizacion de los procesos posterior de
maduracion. Ademas, un estudio ultra estructural ha demostrado que, la posicion
de las mitocondrias cambia desde una localizacion periférica a una distribucion
dispersa en todo el citoplasma. Po otro lado, la cantidad de ribosomas aumenta a
partir del inicio de la maduracion, observandose también un aumento de la sintesis
de proteinas.

En el estadio de GV el reticulo endoplasmico se encuentra uniformemente
distribuido en el citoplasma, pero al final de la maduracion se localiza en la zona
cortical, aumentando también su sensibilidad para la liberacién de Ca?* que ocurre
durante la fecundacion y que induce el comienzo del desarrollo embrionario. Los
granulos corticales son organelos derivadas del aparato de golgi que estan
presentes solamente en ovocitos. En los ovocitos inmaduros estan distribuidos en
el citoplasma pero durante la maduracion se relocalizan en la zona cortical muy
proximos a la membrana celular. En respuesta a la entrada de un espermatozoide
al citoplasma, el reticulo endoplasmico libera Ca?* que lleva a la exocitosis de los
granulos corticales, lo que induce cambios en la zona pellcida que previenen la
polispermia.

2.3.2.2. Dinamica de los filamentos del citoesqueleto

Los filamentos que componen el citoesqueleto son los microtubulos: los filamentos
de actina y los filamentos intermedios, son los responsables de la segregacion de
los cromosomas durante la meiosis, de la division celular durante la citocinesis y
del movimiento y transporte de moléculas y organelos dentro de la célula. Los
microtlbulos cumplen un papel fundamental durante la meiosis ya que son los
componentes principales del huso meiético encargado de alinear y segregar
correctamente los cromosomas homodlogos en la anafase | y las cromatidas
hermanas en la anafase Il.

2.3.2.3. Maduracién molecular

La maduracién molecular ocurre durante el crecimiento y maduracién del ovocito
y se refiere a la transcripcion, almacenamiento y procesamiento del ARN

mensajero que va a ser traducido en proteinas por los ribososmas. Estas proteinas
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estaran involucradas tanto en la maduracién del ovocito como en los eventos
subsiguientes como la fecundacion, la formacion de pronucleos y el desarrollo
embrionario temprano. Después del reinicio de la meiosis no hay expresion génica
por lo que todo el ARN mensajero debe ser almacenado antes del inicio de la
maduracion. De gran importancia es el almacenamiento de ARN mensajero de las
proteinas reguladoras del ciclo celular como el Factor Promotor de Maduracién
(MPF), MOS y MAPK. La sintesis de estas proteinas en las primeras horas de la
maduracioén precede el reinicio de la meiosis. MPF es un heterodimero compuesto
por la subunidad reguladora ciclina B1 y la subunidad catalitica p34cdc2. MOS
activa la cascada de MAPK la cual modula la actividad de MPF que lleva al reinicio
de la meiosis.?® El glutation es otra proteina sintetizada y acumulada durante la
maduracion y tiene un papel importante en la proteccion contra el estrés oxidativo
y también estd relacionada a la descondensaciébn de la cabeza del
espermatozoide y la formacion del prondcleo masculino. La acumulaciéon de
glutation durante la maduracién esta relacionada también a la presencia de las

células del camulo.
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Figura 1. Relacion entre ovogénesis, foliculogénesis y meiosis.

Fuente: Elaboracién propia.
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2.4. Factores de crecimiento

Los FC como tal son moléculas de naturaleza proteica, también llamados péptidos
biorreguladores, que, al contrario de las hormonas reproductivas conocidas, son
sintetizados por varios 6rganos y tejidos. Particularmente cumplen funciones
endocrinas y autocrinas, siendo su principal funcién el control del ciclo celular,
regulando el desarrollo de las distintas etapas de éste; ademas de ser
considerados mitogénicos. Actualmente se han identificado y caracterizado un
gran numero de factores de crecimiento, a partir de la experimentacion con células
eucariéticas mantenidas en cultivo, entre los que se pueden mencionar:40-4

e Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF)

¢ Factor de Crecimiento Insulinico tipo | (IGF-I)

e Factor de Crecimiento Insulinico tipo Il (IGF-II)

¢ Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF)

e Factor de Crecimiento Transformante (TGF)

¢ Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF)

¢ Factor de Crecimiento de Hepatocitos (HGF)

¢ Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF)

e Factor de Crecimiento Estimulante de Colonias de Granulocitos (G-CSF)
Siendo IGF, EGF, TGF y PDGF los factores de crecimiento mas conocidos y
estudiados en los programas experimentales de produccion in vitro de embriones.
Estos han sido estudiados, con el objetivo de emplearlos para mejorar los medios
utilizados en el cultivo in vitro de embriones y también para aumentar la eficacia
en la maduracioén de los ovocitos.*

Su efecto bioldgico es ejercido por la interaccion con los receptores de membrana,
gue usualmente son glicoproteinas, las cuales se comunican por cambios
conformacionales con el llamado Sistema de Segundo Mensajero. La respuesta a
los FC es una estimulacion rapida al transporte de aminoéacidos, utilizacion y
consumo de glucosa, ARN y sintesis de proteinas, algunos inducen sintesis de
ADN Yy replicacién celular.*? La fusién con moléculas receptoras ubicadas en la
membrana plasmética de las células blanco generan sefales, las cuales son
transmitidas posteriormente hacia el interior del citoplasma mediante la activacion
de enzimas con actividad kindsica que fosforilan ciertos sustratos proteicos
constituyendo de este modo, una cascada de sefiales conocida como
transduccién que finaliza activando la expresion génica y produciendo la

transcripcion especifica de ciertos genes los que seran traducidos en los
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ribosomas, constituyéndose en la respuesta celular a un determinado factor de
crecimiento.*®

2.4.1. Factor de Crecimiento Epidermal (EGF)

Este factor de crecimiento es un polipéptido compuesto por una cadena de 53
residuos de aminodcidos,*® que presenta en su estructura tridimensional tres
puentes disulfuro intramoleculares gracias a seis residuos de cisteina (Figura 2);
estos puentes disulfuro son fundamentales para el efecto y la afinidad sobre su

receptor de membrana.**

Figura 2. Secuencia de aminoacidos y ubicacion de los enlaces disulfuro del
EGF de ratén.*

El EGF estimula la proliferacién de células epidérmicas y epiteliales en animales
y en una variedad de células en diferentes cultivos celulares. Su efecto biolégico
en las células diana esta mediada por la union y activacibn de un receptor
especifico llamado receptor de EGF de 170 KDa localizado en la membrana
plasmatica.*® La unién de EGF al receptor induce la activaciéon de la proteina
tirosina quinasa, la cual conduce a la auto-fosforilacion y fosforilacion de diversos
tipos de sustratos celulares.*>¢ La autofosforilacion es esencial para la interaccion
del receptor con sus sustratos. Estos se unen al receptor mediante los
denominados dominios SH2. Las vias de transduccién de sefiales activadas por
EGF incluyen la via de fosfatidilinositol, que conduce a la activacion de la proteina
quinasa C y a un aumento en la concentracién de Ca?* intracelular y la activaciéon

de Ras (proteina de unién al GTP) de la ruta Ras / Raf/ MAP quinasa, que conduce
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a la fosforilacion de proteinas reguladoras y factores de transcripcion y que
culmina en la proliferacion celular.4”*® Como receptor de factor de crecimiento, el
receptor de EGF es Unico porque es especificamente reconocido y activado por
tres factores de crecimiento distintos codificados por genes separados (EGF, TGF-
a y VEGF). Estos factores de crecimiento tienen estructuras de esqueleto de di-
sulfuro similares, pero su secuencia global es sélo 24% idéntica.*®

Se ha demostrado que el factor de crecimiento epidérmico tiene un efecto positivo
durante la MIV y se ha encontrado estos en fluidos foliculares a niveles capaces
de estimular la meiosis en una variedad de especies. Ademas, se ha detectado
por inmunohistoquimica el receptor para el EGF (EGF-R) en el oviducto, en el
Utero y en el ovario y que la activaciéon del EGF-R es indispensable para la
maduracién nuclear y la fecundacién. El EGF activa la ruta de las Proteinas
Quinasas activadas por Mitogenos (MAPK), implicadas en el reinicio de la meiosis
y por lo tanto de la maduracién nuclear del ovocito.*®

Para determinar la especificidad de la accion del EGF en la maduracion del
complejo de células cumulo de ovocitos in vitro se realizaron diferentes
experimentos, asi como ver la accion de diferentes factores de crecimiento sobre
la maduracion de ovocitos de ratones; donde los ovocitos respondieron con una
alta frecuencia de maduracioén al tratamiento realizado con EGF en comparacion
con otros factores y aumentando en un 51% con respecto a los controles, llegando
ala conclusiones de que existe una especificidad para las moléculas de tipo EGF
en la maduracion del ovocito.°

2.4.2. Factor de Crecimiento Similar a la Insulina tipo | (IGF-I)

Los IGFs son polipéptidos aislados de suero, cercanamente emparentados y que
comparten un 62% de la secuencia de aminoacidos con un peso molecular bajo,
de aproximadamente 7 KDa. Especificamente, el IGF-l es un polipéptido
monocatenario de 70 residuos de aminoacidos unidos por tres puentes disulfuro.
El IGF-I muestra una homologia obvia con la proinsulina: las posiciones 1 a 29
son homologas a la cadena B de la insulina y las posiciones 42 a 62 a la cadena
A de la insulina. Un péptido de "conexion" acortado con 12 residuos (posiciones
30 a 41) en comparacion con 30 a 35 en la proinsulina no muestra homologia con
el péptido de proinsulina C. Una secuencia de octapéptidos en el extremo COOH-
terminal también es una caracteristica que no se encuentra en la proinsulina.®!
(Figura 3).%

La familia de los factores de crecimiento insulinico, se componen de dos tipos: el
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factor de crecimiento similar a la insulina tipo | y tipo Il (IGF-I e IGF-II
respectivamente). Los miembros de esta familia se relacionan por la secuencia y
tiene efectos metabdlicos similares a los que presenta la insulina.>® Su actividad
de multiplicacion estimulante difiere en solo 5 residuos de aminoécidos del factor
de crecimiento similar a la insulina tipo Il; ademas, la somatomedina-C (Sm-C) y
factor de crecimiento similar a la insulina | (IGF-I) son péptidos idénticos.>?
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Figura 3. Secuencia de aminoacidos de Somatomedina-C / IGF-I. Las cajas
indican aminoacidos idénticos a la proinsulina humana.®?

Las acciones de los IGF | e IGF Il contribuyen a la regulacién celular y estimulan
la sintesis de proteinas a través de su activacion de receptores de superficie
celular especificos, principalmente el receptor de IGF-I, que son homdlogos a los
receptores de insulina y activan las cascadas de fosforilacion. La estabilidad de
los IGF y su interaccion con sus receptores estan mediados por proteinas de unién
a IGF especificas (IGF-BP) que se encuentran en la circulacion y en los fluidos
extracelulares.®**°

Las acciones bioldgicas de los IGF no se limitan a la mitogénesis. También pueden
inducir la diferenciacion o promover la expresién de funciones diferenciadas. La
respuesta bioldgica precisa esta determinada por el estado de desarrollo de la
célula, asi como por la presencia de otras hormonas y factores de crecimiento.>?

El IGF-I esta involucrado en la regulacion del desarrollo folicular ovarico y se

comporta en el ovario como un amplificador natural de las acciones ejercidas por
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la FSH%¢-57y que la produccién y accion del IGF-I esta estimulada por la presencia
de hormonas gonadotrépicas y ovaricas.*®

Un estudio ha demostrado que el IGF-I tiene un efecto positivo sobre la
maduracion de ovocitos porcinos in vitro y sobre el desarrollo embrionario previo
a la implantacion, lo que sugiere un papel fisioldgico para IGF-I in vivo. El efecto
in vivo de IGF-I puede ser indirecto a través de la estimulacion autocrina de
cumulos o células de la granulosa dando como resultado una maduracién
mejorada de los ovocitos y la fertilizacion. Los resultados mostraron que la
velocidad de escision de los ovocitos se estimulaba notablemente de una manera
dependiente de la dosis mediante la adicién de IGF-I al medio de maduracion del
ovocito y que el desarrollo de embriones mas alla de la etapa de ocho células se
mejord mediante la adicién del IGF-I, alcanzando un maximo de 22% a 200 ng/ml
de IGF-1.>° Asi mismo, otro estudio sefiala que la adicién de IGF-I junto a
gonadotropinas en el medio de maduraciéon de ovocitos bovinos, favorece la
maduracién in vitro de ovocitos y el posterior desarrollo embrionario,
incrementando el nimero de mérulas y blastocistos.5°

2.5. Produccion in vitro de embriones

La produccion in vitro de embriones representa una biotecnologia de gran
trascendencia productiva para el mejoramiento genético de animales élite como
también para preservar especies de interés, es una alternativa que utilizando de
por medio la técnica de FIV se busca obtener altas tasas de embriones.

Esta biotecnologia demanda una gran cantidad de ovocitos capaces de ser
fertilizados en laboratorio (FIV) y seguir su desarrollo hasta las primeras etapas
del desarrollo embrionario, los cuales se pueden obtener a partir de ovarios
provenientes de mataderos o de animales vivos. Los primeros trabajos de
investigacion en fecundacion in vitro en Camélidos Sudamericanos se han
realizado utilizando gametos recuperados de animales faenados. Estos trabajos
han sido de valiosa ayuda para intentar estandarizar protocolos de MIV y FIV. Sin
embargo aun no se ha determinado el tiempo de maduracion in vitro de ovocitos
de alpacas y llamas, los ultimos trabajos de investigacibn apuntan a que se
requieren alrededor de 40 h para obtener altas tasas de ovocitos en metafase Il.
Se han realizado diversos trabajos de fecundacion in vitro de ovocitos de alpacas
y llamas; pese a ello, ain no existe un protocolo definido que permitan obtener
altas tasas de segmentacion y blastocistos; sin embargo, ya se han reportado

gestaciones en alpacas y llamas y el nacimiento de una llama la primera cria por
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fecundacion in vitro.* 51

La produccion in vitro de embriones involucra tres etapas fundamentales, que
independientemente del protocolo que se utiliza, en orden cronolégico son:5!

e Maduracion In Vitro de ovocitos (MIV)

e Fecundacion In Vitro de los ovocitos madurados (FIV)

e Cultivo In Vitro de los embriones (CIV)

2.5.1. Obtencién de ovarios

Los ovarios se obtienen de alpacas sacrificadas en matadero. Muchos autores se
muestran de acuerdo en que su obtencidon debe realizarse inmediatamente
después de la muerte del animal, siendo frecuente el realizarlo dentro de los 30
minutos siguientes al faenado.® ®2 El transporte se hace en Solucién Salina
Fisioldégica (SSF) o Buffer Fosfato Salino (PBS) con antibidticos.5%¢7

Por otro lado, el tiempo que transcurre (tiempo de transporte) desde la colecta de
los ovarios hasta el cultivo de los ovocitos, debe oscilar entre 2 y 5 h; sin embargo,
indican que después de 8 h desde la colecta de los ovarios todavia se puede
conseguir la maduracion in vitro, siempre y cuando los ovarios se mantengan por
encima de 24°C.®® Se han realizado otros estudios sobre el efecto de la
temperatura y de transporte de ovarios de alpacas, que demuestran que los
ovarios que se transportaron con una temperatura de 22°C, permiten mantener la
calidad morfologica de los ovocitos y obtener una mayor tasa de maduracion y
divisién post fecundacion in vitro.> 67

2.5.2. Recuperacion de Complejos Cumulo-Ovocito (CCO)

Se han probado tres metodologias de recuperacion de CCO en Camélidos
Sudamericanos a partir de ovarios colectados de animales beneficiados en camal,
sobre la calidad de ovocitos y su posterior desarrollo in vitro, estos métodos son:
Aspiracién folicular, slicing folicular y diseccion-ruptura folicular.5® % Siendo el
método mas comun para recoger ovocitos de ovarios procedentes del camal, la
aspiracion del contenido folicular, mediante puncién de los foliculos
seleccionados, utilizando para ello agujas estériles de 18 a 21 G, conectadas a
jeringas estériles de 10 ml.> 8 62:63. 70-71 Qtros autores han recuperado ovocitos
mediante slicing folicular o corte.®®%’ Sin embargo, en un estudio se ha reportado
gue la mayor cantidad de ovocitos se recupera utilizando el método de diseccién-
ruptura folicular, obteniendo la mayor cantidad de ovocitos aptos para la MIV que
con aspiracién y slicing folicular.®® Por otro lado, la obtencién de gametos

provenientes de animales vivos ofrece la posibilidad de producir embriones de
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animales genéticamente superiores. La técnica con mayor porcentaje de

recuperacion de ovocitos en Camélidos Sudamericanos es la aspiracion de

foliculos via laparotomia. Otra técnica es la puncion via transvaginal con guia

ultrasonogréfica pero el porcentaje de CCO recuperados varia entre 52%, 74% y

77% en hembras superestimuladas.

2.5.3. Seleccioén y clasificacion de ovocitos

Los estudios sobre la morfologia del ovocito ofrecen datos sobre su capacidad de

iniciar la meiosis y para madurar in vitro y debido a que no se pueden realizar

técnicas que destruirian la célula, se debe establecer criterios exclusivamente
morfoldgicos, para seleccionar los ovocitos que respondan a las distintas etapas

a las que sera sometido in vitro.”* 7® La seleccién se efectla siguiendo dos

criterios: primero, el aspecto citoplasmatico, donde los ovocitos deben de

presentar un ooplasma oscuro los cuales indican la acumulacién de lipidos y un
buen potencial para el desarrollo, mientras que los que presentan un ooplasma
palido tienen una baja densidad de organulos y escaso potencial de desarrollo.

Por otra parte, cuando el ooplasma es negro, los ovocitos estan envejecidos y

tienen un potencial para soportar el desarrollo muy bajo; segundo, aspecto y

morfologia del cimulo celular, los ovocitos rodeados por un cumulo compacto

formado por varias capas de células, presentan mayores porcentajes de
maduracion, fecundacién y de desarrollo hasta blastocistos, que los que carecen
de cumulo o los que estan rodeados solamente por la corona radiata.’*"®

En base a los criterios anteriormente mencionados (compactacion del cimulo y su

aspecto citoplasmaético) los ovocitos se clasifican en:5% 76

e Calidad I: CCO con cumulos de capas multiples (>5 capas), compacto, claro y
transparente; citoplasma con granulacion fina y homogéneo.

e Calidad Il: CCO parcialmente rodeados por células del cimulo (entre 2-4
capas) mas oscuros y menos transparentes; citoplasma de granulacibn mas
gruesa y mas oscura que en la categoria I.

e Calidad Ill: CCO con cumulo < 1 capa de granulosa o en partes desnudo.

e Calidad IV: Incluye a los ovocitos con cumulo expandido, parcialmente
desnudos o totalmente desnudos; citoplasma granular.

2.5.4. Maduracion In Vitro de ovocitos (MIV)

In vitro, la maduracién de ovocitos, se ha venido desarrollando como una técnica

muy utilizada en los Ultimos afios para obtener ovocitos aptos para la posterior

fecundacion in vitro y lograr asi un embrién viable.”” Esta técnica permite obtener
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ovocitos maduros sin la necesidad de recurrir a la estimulacién ovarica con
gonadotrofinas y abarca desde la extraccion de los CCO de los foliculos antrales
y su posterior cultivo hasta que alcanzan la metafase Il. Los CCO recuperados a
partir de ovarios colectados en camal requieren de un proceso de maduracién
artificial en el laboratorio, antes de utilizarlos en la produccion in vitro de
embriones. La maduracion in vitro, simula el tiempo transcurrido y sobretodo los
procesos metabdlicos que en forma natural ocurren en el ovocito contenido en el
foliculo dominante, entre el pico preovulatorio de LH hasta que se produce la
ovulacion.”® Asi mismo, la MIV requiere de un ambiente éptimo que relina todas
las condiciones en las que un ovocito requiera para madurar in vivo; estas
condiciones estan establecidas por condiciones medioambientales y los medios
de cultivo empleados en la maduracion de ovocitos, ademas de la suplementacién
con hormonas, proteinas, FC, etc.

Si las condiciones de cultivo utilizadas durante esta etapa resultan ser
desfavorables, se altera la maduracion nuclear como la citoplasmica, lo que se
refleja en que no se lleve a cabo la fecundacién. Sin embargo, cuando el sistema
empleado tiene pequeiias deficiencias sus efectos no se manifiestan hasta el inicio
del desarrollo embrionario temprano y en algunos casos solamente son
apreciables con claridad después de la implantacion.”

2.5.4.1. Condiciones medioambientales

Para lograr completar la maduracion nuclear y citoplasmética los ovocitos
recuperados requieren de un ambiente adecuado que permitan generar y
completar los procesos biolégicos necesarios. Un ambiente éptimo para la MIV
esta condicionada por factores como: pH, el cual debe mantenerse cercano al del
plasma sanguineo (pH 7,4), su control en el medio de maduracién se realiza
mediante la accién del CO; en la atmdsfera de la incubadora, de ahi la importancia
del bicarbonato que actia como sustancia buffer y de otras sustancias tampoén
adicionadas al medio de cultivo como lo son las sales de Hepes; asi mismo, la
atmoésfera gaseosa juega un papel importante en el control del pH intra y extra
celular de las células en cultivo, por ello habitualmente se utilizan mezclas de
gases en concentraciones de 5% de CO:zen el aire, 5% de Oz y 90% N2; por otro
lado, la variacion del CO2 en la atmdsfera de la incubadora puede alterar el pH de
los medios de cultivo pues a menor contenido de CO: en el ambiente, el medio se
ird haciendo mas alcalino y el color del medio de maduracién se ira haciendo mas

violeta; por el contrario, si el medio se acidificard su color se acercaria al amarillo,
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para un efectivo control visual de las variaciones de pH, se emplea el Rojo Fenol
adicionado a los medios de cultivo.” %80 Otro factor ambiental de importancia es
la temperatura, datos experimentales plantean que la temperatura mas adecuada
para el cultivo in vitro de los ovocitos es de 38,5°C, ademés de que diversos
autores emplean esta temperatura en sus investigaciones.®! La presion osmética
también es otro factor que condiciona la eficiencia de la MIV, en los medios de
maduracion lo ideal es que oscilen entre 265 y 325 mOsM, aunque los medios
generalmente utilizados tienen osmolaridades cuyos valores oscilan entre 285 y
295 mOsM.8283

2.5.4.2. Medios de maduracion

En el mercado existen diferentes tipos de medios de cultivo para madurar ovocitos
como: Ham's F-10 y Ham's F-12, Krebs Ringer Bicarbonato modificado, TCM-199
Medio Esencial Minimo (MEM), Tyrodes y Waymouth MB752/1; sin embargo, el
medio tradicional y mas empleado en la maduracion de ovocitos es el TCM-199
por permitir un mayor grado de fertilizacién, en comparaciéon a los otros medios,
esta compuesto por sales de Earle con bicarbonato, suplementado con piruvato,
lactato, vitaminas, aminoacidos, purinas y proteinas (albumina bovina o suero),
aunque esta sea mas utilizado en vacunos, es el mismo que se emplea en
diferentes investigaciones de maduracién de ovocitos de diferentes especies, ya
sea suplementado o no.t "2

2.5.4.3. Suplementacion de medios de maduracion

Esta claramente establecido la influencia significativa de los medios de cultivo
empleados para la maduracion in vitro de los ovocitos sobre las tasas de
fertilizacion in vitro.84

El medio de maduracion empleado para ovocitos, es suplementado con Suero
Fetal Bovino (SFB), Suero de Vaca en Celo (SVC) o Albimina Sérica Bovina
(BSA), estos elementos, favorecen la expansion de las células del camulos y la
produccién de diversos factores que promueven el reinicio de la meiosis
granulosa.®-8

Con la finalidad de incrementar la cantidad de ovocitos maduros se han venido
utilizando otros suplementos como los factores de crecimiento en diferentes
concentraciones (EGF, IGF-I, IGF-Il, TGF), debido a que estos elementos
favorecen la maduracion de los ovocitos y actlan como agentes mitogénicos
sobre las células de la granulosa.® 81°

Por otro lado, las hormonas en la suplementacion de los medios de maduracion
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juegan un papel importante, basado en el rol de las gonadotropinas LH y FSH, en
el desarrollo folicular y del ovocito in vivo, debido a que estas son las responsables
de la reanudacién de la meiosis y de inducir la maduracion de los foliculos
respectivamente.” Ademas de que la hormona LH suplementada en los medios
de cultivo incrementa la energia disponible para el ovocito en el medio ambiente
de cultivo favoreciendo la tasa de ovocitos madurados in vitro.®*

Asi mismo, la suplementacion de los medios de maduracion también se realiza
con esteroides, siendo los mas utilizados el estradiol y la progesterona, donde la
adicion de ambos completa la maduracién nuclear y citoplasmica. Por otro lado,
la presencia del estradiol en el medio de maduracién se considera un factor
importante para la formacién del pronicleo masculino.®’

2.5.5. Fecundacion In Vitro (FIV)

La fecundaciébn es un proceso complejo que resulta de la union del
espermatozoide y el ovocito, este marca el inicio de la transicion de ovocito a
embrion; basado en ello, la FIV se define como un procedimiento por medio del
cual los ovocitos maduros son cultivados junto con los espermatozoides para ser
fecundados; por ello, para lograr una fecundacion in vitro exitosa se requiere una
apropiada preparacion de ambos gametos, y también de condiciones de cultivo
favorables.” # La preparacion de los gametos para someterlos a la FIV, consiste
en obtener ovocitos que hayan llegado al estadio de metafase Il y que los
espermatozoides deben someterse a un proceso de lavado, seleccién y
capacitacion antes de ser cultivados juntamente con los ovocitos.

2.5.5.1. Lavado y seleccién de espermatozoides

Entre los procedimientos de lavado y seleccién de los espermatozoides para el
proceso de FIV, generalmente se realizan las técnicas de seleccion por gradientes
Percoll y el “swim-up”. Estas técnicas tienen como objeto seleccionar los
espermatozoides del plasma o diluyente seminal, para obtener una muestra con
una poblacién que tenga mayor porcentaje de espermatozoides métiles.

El Percoll estd constituido por particulas coloidales de 15 a 30 nm de diametro
cubiertas con polivinilpirrolidona (PVP). El sistema de separacion de
espermatozoides consiste en la colocacién, en un tubo estéril, de dos gradientes
de percoll, en concentraciones diferentes (90% y 55%) diluido en medio de cultivo
Sperm-TALP. El semen se siembra en la parte superior del tubo y se procede con
la centrifugacion. Los espermatozoides son separados en funcion de la densidad.

Asi, los espermatozoides cuya morfologia nuclear es normal son los mas densos,
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por lo que se depositan en la fraccion mas rica en Percoll, mientras que los
espermatozoides muertos o degenerados, el plasma seminal y el diluyente
permanecen en la fraccion menos densa.’ 890

Por otro lado, la técnica de ““swim-up”” consiste en depositar la muestra de semen
en el fondo de un tubo que contiene medio de cultivo a 37°C, este permitir4
después de un tiempo de cultivo, que los espermatozoides métiles se desplacen
hacia la superficie del tubo.%*

2.5.5.2. Cocultivo de ovocitos con espermatozoides

Una vez que los espermatozoides han sido seleccionados, se realiza el cocultivo
de estos con los ovocitos madurados in vitro.”* En esta etapa ocurre el
reconocimiento y fusion de gametos, donde el espermatozoide tiene que atravesar
las barreras presentes en el ovocito entre las que se encuentra las células del
cumulo, la zona pellcida y la membrana plasmética. La reaccion acrosomal puede
ocurrir antes o después de la fijacién de la cabeza espermética a los receptores
glucoproteicos en la zona pellcida, pero para la fijacion es esencial que el gameto
tenga el acrosoma intacto. La unién de la cabeza del espermatozoide a la zona
pellcida permite que ocurran interacciones con otros componentes de la zona, los
cuales estimulan la activacion del acrosoma.®?

2.5.5.3. Medios empleados y tiempo de cocultivo

El medio que basicamente se utiliza para la FIV se compone de un medio stock
gue puede ser TALP-FIV o TL suplementado con piruvato, BSA, gentamicina y
heparina. La heparina es un glucosaminoglicano e induce la capacitacion
espermética, que finaliza en la reaccién acrosomal y permite la penetracion del
espermatozoide a través de la zona pellcida del ovocito maduro. A su vez, el
cocultivo in vitro de los espermatozoides con los ovocitos se realiza en un periodo
de tiempo de 18 a 24 h.70"1

2.5.6. Cultivo In Vitro de embriones (CIV)

Para el cultivo de cigotos y su posterior desarrollo in vitro se utilizan generalmente
medios definidos como: Fluido de Oviducto Sintético (SOF), Fluido de Oviducto
Sintético Modificado (SOFM); Charles Rosenkrans (CR1), Chatot Ziomek
Bavister (CZB) y Medio Optimizado Simple de Potasio (KSOM). Estos medios
eliminan la variabilidad de los resultados, la utilizacion extra de subproductos de
origen animal y tienden a simplificar los sistemas de cultivo.” Sin embargo, el que
mas se utiliza en la produccion in vitro de embriones en diferentes especies es el

medio SOF, que se caracteriza por ser un medio con bajos niveles de Sodio y altos
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niveles de Potasio, comparados con los niveles plasmaticos. Estos dos elementos
son cuidadosamente balanceados al formular los medios de cultivo, asi como: el
magnesio, calcio, bicarbonato, sulfatos y fosfatos. La composicion ionica, el pH, la
osmolaridad y el contenido macromolecular contenidas en el liquido oviductual
difieren enormemente de los del plasma sanguineo. Esta generalmente aceptado
que el cloruro sédico es necesario para regular la osmolaridad del medio de cultivo

y que el calcio y el potasio son esenciales para el desarrollo embrionario. La

ausencia de calcio en el medio de cultivo resulta en una reduccion de las divisiones

embrionarias y una incapacidad para la compactacion de las mérulas superficie.”
2.5.6.1. Evaluacion del desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario se evalué de acuerdo a la tasa de division celular, asi se

dividié en:"% 93

e Segmentado (dia 2-4): De dos a 16 células.

e Moérula temprana (dia 5): El cigoto presenta aproximadamente entre 16 y 32
células, su forma es similar a la de una mora en la cual es posible distinguir
individualmente a los blastbmeros. Su masa celular ocupa casi todo el espacio
perivitelino.

e Morula compacta (dia 5-6): Aproximadamente entre 32 y 64 blastomeros.
Estos estan unidos y constituyen una masa compacta que ocupa solo el 60 a
70% del espacio perivitelino.

e Blastocisto temprano (dia 7): Aproximadamente entre 100 y 200 células. Se
caracteriza por el comienzo del transporte de fluido en las células
trofoectodérmicas y por la formacion de una cavidad (blastocele) en el interior
del embrién, dando la apariencia de un anillo de sello. El blastocisto temprano
ocupa 70-80% del espacio perivitelino. Es posible diferenciar el trofoblasto de
la masa celular interna.

e Blastocisto expandido (dia 7-8): Mas de 200 células. El didmetro aumenta
considerablemente, con el consecuente adelgazamiento de la zona pellcida a
un tercio de su espesor original. Los embriones que llegan a este estadio
generalmente se degeneran por deshidratacion.

e Blastocisto protruido (dia 8-9): Aproximadamente entre 200 y 800 células.
Los embriones han abandonado la zona pellcida. Su forma puede ser esférica,

con un blastocele bien definido o colapsado.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién de la zona de investigacion y muestreo

La investigacion se ejecuto6 en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la
Estacion Experimental Agraria Canaan-INIA-Ayacucho, ubicado en el distrito de
Andrés Avelino Caceres Dorregaray, provincia de Huamanga, region Ayacucho a
una altitud de 2735 msnm y latitud 13° 10°'09s (EEA Canaan-INIA-Ayacucho, datos
no publicados).

Las muestras de ovarios y testiculos de alpaca se colectaron en el Matadero
Municipal de Huancavelica situado a 7 km de la ciudad, a una altitud de 3680
msnm, con una temperatura ambiental promedio de 11,5°C (Municipalidad
Provincial de Huancavelica, datos no publicados).

3.2. Poblaciéon y muestra

La poblacién estuvo conformada por el total de alpacas sacrificadas en el
Matadero Municipal de Huancavelica y se tom6é como muestra 414 ovarios de
manera no probabilistica por las caracteristicas de los mismos, para cuyo efecto,
se consider6 los criterios: oportunidad y cantidad de animales faenados.

3.3. Maduracion In Vitro de ovocitos (MIV)

3.3.1. Obtencién de ovarios

Los ovarios fueron colectados inmediatamente después de que las alpacas fueron
faenadas. Los ovarios fueron extraidos directamente del Utero, removiendo los
tejidos, el oviducto y las grasas, luego fueron colocados en una bolsa de plastico
gue contenia Solucién Salina Fisiolégica 0,9% (SSF) con gentamicina (1ml/L de
solucion) a temperatura ambiente. Después de colectar todos los ovarios, la bolsa
fue sellada y colocada en una caja isotérmica con gel refrigerante para
mantenerlos a una temperatura de (4 - 9°C) durante el tiempo que dur6 el
transporte al laboratorio (20 h).

En el laboratorio, los ovarios fueron lavados dos veces con SSF a temperatura
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ambiente, para eliminar la sangre y remover algunos tejidos restantes, luego se
enjuagaron otras dos veces con SSF con gentamicina (1ml/L de solucidon) a una
temperatura de 37°C. Después de enjuagarlos, los ovarios se depositaron en un
vaso de precipitado de 500 ml de capacidad que contenia 300 ml de SSF con
gentamicina (1ml/L de solucion) y se dejé a 37°C en Bafio Maria hasta finalizar el
desmenuzado de todos los ovarios.

3.3.2. Recuperacién y seleccion de ovocitos

Los CCO se recuperaron utilizando la técnica de diseccion-ruptura folicular,
técnica que consiste en diseccionar los foliculos de 2-6 mm hasta aislar la
integridad del foliculo ovarico, para luego realizar la ruptura de la membrana del
foliculo en una placa de Petri, utilizando una hoja de bisturi N° 21.%° Para realizar
esta técnica, primero se secaron los ovarios con papel toalla, luego se colocaron
uno a uno en una placa de Petri de 90 mm que contenia 10 ml de medio de
manipulacién a una temperatura de 37°C.

La seleccién de CCO se realiz6 en la misma placa de Petri con la ayuda de un
estereoscopio (Motic, SMZ-168) con un aumento de 20X previsto de una platina
térmica (Neovet, TIC-17RGTi) a 38°C, con la finalidad de mantener la temperatura
constante. La clasificacion se realiz6 categorizdndolos del | al IV segun la
compactacion del camulo y el aspecto citoplasmatico, para lo cual se utilizé6 una
micropipeta de 10 pl.%*

Para la maduracion in vitro, se seleccion6 CCO de categoria I, Il y Ill, descartando
aquellos ovocitos que tenian menos de una capa de células de cumulo, con
cumulos muy oscuros y aquellos con citoplasma irregular; los ovocitos
seleccionados fueron colocados en una placa de Petri de 35 mm que contenia
medio de manipulacién a 37°C. Se lavl dos veces con medio de manipulacion y
por ultimo con medio de maduraciéon para luego ser depositadas en placas Well
de cuatro pocillos.

3.3.3. Maduracién In Vitro de ovocitos (MIV)

Los ovocitos seleccionados como aptos para la maduracion fueron distribuidos al
azar en cada pocillo de las placas Well, que contenia 500 pyl de medio de
maduracion (MM), constituido por: TCM-199 (M-4530, Sigma), piruvato de sodio
(0,011 g/ml), 17-B estradiol (22,2 mg/ml), L-glutamina (0,015 g/ml), FSH (0,5
mg/ml), LH (0,5 mg/ml), SFB (5%), gentamicina (80 mg/ml) y suplementado con
FC segun tratamiento. Se disefiaron cinco tratamientos:

T1: Medio de maduracién + 10 ng/ml de IGF-I
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T2: Medio de maduracion + 50 ng/ml de IGF-I

T3: Medio de maduracién + 10 ng/ml de EGF

T4: Medio de maduracién + 50 ng/ml de EGF

T5: Medio de maduracion sin FC

El medio de maduracion suplementado con FC, distribuidos en las placas Well,
fueron colocados en la incubadora durante 2 h (tiempo de equilibrio) antes de
colocar los ovocitos seleccionados. Posteriormente, se colocaron entre 15 a 35
ovocitos en cada pocillo. Finalmente, las placas se colocaron en una incubadora
por un tiempo de 32 h a una temperatura de 38,5°C; con una atmosfera 5% de
CO2y 90% de humedad relativa.’®"*

3.3.4. Valoracion del estadio nuclear de los ovocitos

La evaluacion de los estadios de maduracion nuclear de los ovocitos se realizd
mediante la técnica de fijacion y tinciéon.” "* Transcurrido el tiempo de maduracion,
se retird el 30% de ovocitos de cada uno de los tratamientos para ser fijados por
36 h a 4°C en solucion fijadora de metanol y acido acético (3:1); para ello, se retiré
todas las células del cimulo adheridas a la zona pelucida mediante la aspiracién
y expulsién repetida de volimenes de 100 pl con la ayuda de una micropipeta;
luego, los ovocitos desnudos se colocaron en un tubo eppendorf de 250 ul de
capacidad con 50 ul de solucion fijadora. Después de culminar el proceso de
fijaciéon, los ovocitos se colocaron sobre un portaobjetos previamente
desengrasado y sobre ellos se coloco el cubreobjetos que tenia vaselina en cada
extremo, se presioné ligeramente hasta contactar con la gota, evitando que los
ovocitos se revienten o se pierdan. Luego, se tomo el colorante (orceina acética
al 2%) con una micropipeta de 10 pl y se dejoé caer una gota sobre uno de los
extremos del portaobjetos; de esta manera, el colorante pas6 poco a poco por
capilaridad, a través de todo el espacio entre portaobjetos y cubreobjetos hasta
llegar al extremo opuesto, el exceso de colorante se elimind y se dejé reposar por
15 min. Pasado este tiempo se procedid a evaluar la morfologia nuclear de los
ovocitos tefiidos, en microscopio 6ptico, a 400X, para luego ser clasificados en 4
categorias en funcion a su estadio nuclear: Vesicula Germinal (VG), Vesicula
Germinal Rota (GVBD), Metafase | (M-1) y Metafase Il (MIl).

3.4. Fecundacién In Vitro de presuntos cigotos (FIV)

El 70% de ovocitos sometidos a maduracion se fertilizaron con espermatozoides
congelado recuperado de epididimos.

3.4.1. Recuperaciony seleccién de espermatozoides

Los espermatozoides se recuperaron a partir de testiculos de alpacas faenadas
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en el Matadero Municipal de Huancavelica, para ello, se colectaron testiculos con
didmetros superiores a 3 cm, estos fueron trasladados al laboratorio a temperatura
ambiente en una caja isotérmica. En el laboratorio, se procedié a limpiarlos y
secarlos con papel absorbente, luego se procedié a descapsularlos y se separ6
los conductos deferentes y el epididimo, para posteriormente depositarlos en una
placa de Petri de 90 mm. Adicionalmente se dispuso de una placa de Petri de 35
mm que contenia solucion dilutora (Andromed) a una temperatura de 37°C para
recepcionar los espermatozoides; después se procedid a realizar cortes
transversales del epididimo y hacer la recuperacion respectiva de los
espermatozoides. Se dej6é a temperatura ambiente durante 10 min, luego se tomo
una pequefia muestra y se observo la concentracion y viabilidad en el microscopio.
Si los espermatozoides recuperados se encontraban dentro de los parametros, se
procedi6 a congelarlos en tubos eppendorf de 500 ul de capacidad.’

Los espermatozoides recuperados se lavaron y seleccionaron mediante la Técnica
de Gradiente de Percoll de la siguiente manera: Se procedié a descongelar el
semen contenidos en los tubos eppendorf, a una temperatura de 37°C en Bafio
Maria. Paralelo a ello se prepararon los gradientes de Percoll depositando 100 pl
de Percoll al 22,5% en un tubo eppendorf de 1,5 ml, por las columnas y con mucho
cuidado se afadio 100 pl de Percoll al 45%, observando la formacién de un anillo
entre las dos soluciones, luego se enrazé con 200 pl de espermatozoides
descongelado, evitando en todo momento que se mezclen, observando
claramente la formacién de tres capas. Se llevé a centrifugar a 331,91 x g durante
20 min, se elimino el sobrenadante e inmediatamente se adiciond 100 pl de medio
de capacitacion y se volvié a centrifugar a 331,91 x g durante 10 min, una vez
finalizada la ultima centrifugacion se elimind el sobrenadante y al sedimento se
afiadié 50 ul de medio de fecundacion para la dilucién y posterior cocultivo con los
ovocitos. Los espermatozoides seleccionados y capacitados se observaron con
un microscopio para determinar la concentracion aproximada de 1-2x108/ml.”
3.4.2. Preparacion de los ovocitos

Finalizado el tiempo de maduracion in vitro (32 h), los ovocitos se lavaron tres
veces en medio de fecundacion, para luego ser depositados en 500 uyl de medio
de fertilizacion previamente acondicionado (1 h en la incubadora de COy),
dispuestos en cada pocillo de las placas Well hasta el momento del enfrentamiento

con los espermatozoides.
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3.4.3. Cocultivo de ovocitos y espermatozoides

Después de la preparacion y acondicionamiento de los gametos, se procedié a
realizar el cocultivo de los ovocitos y los espermatozoides; para ello, se afiadio 10
pl de suspension de espermatozoides capacitados a los pocillos de las placas Well
en el cual se encontraban los ovocitos maduros. Los ovocitos y espermatozoides
juntos se incubaron durante 18 h a una temperatura de 38,5°C; con una atmosfera
de 5% de CO; y 90% de humedad relativa.

3.5. Cultivo In Vitro de embriones (CIV)

Después de las 18 h post fecundacion, los presuntos cigotos fueron denudados
por aspiracion y expulsién repetida de volimenes de 100 pl con la ayuda de una
micropipeta, luego fueron lavados en gotas de medio SOF y se depositaron en
placas Well con 500 ul de medio de cultivo SOF por cada pocillo, previamente
acondicionado (1 h en la incubadora de COy). Las placas Well fueron colocadas
dentro de una bolsa de polietileno con mezcla de gases: 5% de CO,, 5% de O, y
5% de N; en aire, luego fueron selladas en los extremos y se incubaron durante 7
dias a una temperatura 38,5°C; con una atmosfera de 5% de CO;y 90% de
humedad relativa.”

3.6. Evaluacion de los resultados

3.6.1. Clasificacion de ovocitos

Después de la recuperacion de los Complejos Camulo-Ovocito (CCO), estos se
clasificaron de acuerdo a la compactacion del cumulo y su aspecto
citoplasmatico.%® 7®

3.6.2. Evaluacién del estadio nuclear de los ovocitos

Al finalizar el periodo de maduracion, los ovocitos se evaluaron siguiendo el
progreso meidtico, de acuerdo a los criterios establecidos.*°

3.6.3. Evaluacién del desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario se evalu6 de acuerdo a la tasa de division celular,
después de siete dias post fecundacion.’® *3

3.7. Disefio estadistico

El tipo de investigacion fue basica-experimental, con un Disefio Completamente
al Azar (DCA); se realiz6 12 repeticiones por tratamiento para determinar la tasa
de maduracion y 10 repeticiones por tratamiento para determinar la tasa de
desarrollo embrionario. Se utilizé analisis de varianza (ANOVA, 0=0,05) para la
comparacion de las diferencias estadisticas de los datos que cumplian los criterios

de distribucion normal y homogeneidad; para observar la diferencia entre
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tratamientos se utiliz6 la prueba de Duncan. Por otro lado, para los datos que no
cumplian con los criterios anteriormente mencionados, se utilizé la prueba de
Kruskal-Wallis y para observar la diferencia entre los tratamientos se utilizé la
prueba de Bonferroni, a un nivel de confianza del 95%. El modelo estadistico a

utilizar para describir una observacion fue:

Yi=p+Tit e
Donde:
Yij: observaciones (% VG, GVBD, Ml y MIl; mérula y blastocistos)
M:  media poblacional
Ti.  efecto de los tratamientos (T1, T2, T3, T4y T5)

ej.  error experimental.

El analisis de datos se realizé utilizando el programa estadistico R 3.4.3.
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Coleccién de ovarios de alpaca en matadero Transporte de ovarios Lavadoy Recuperacion de Seleccion de ovocitos
en SSF méas acondicionamiento de ovocitos (Técnica de (Calidad 1, Il y 1IT)
gentamicina a 4-9°C por ovarios con SSF mas diseccion Ruptura
un maximo de 20 h gentamicina folicular)

Evaluacion Cultivo de cigotos por i6 i
de 7 dias a 38 g °C 5%/0 Fertilizacion por 18 h a Maduracion de ovocitos Distribucién al azar de ovocitos
embriones de CO,, 5% ’de 012' 5% 38,5 °C, 5% de CO, y pg:)32 280/3%3 hﬁ;nse:ﬁa?je
de N,y 90% de 90% de humedad relativa 2¥ re(;ativa seleccionados en los medios de maduracién

humedad relativa
Figura 4. Flujograma general de produccion in vitro de embriones de alpaca, utilizando factores de crecimiento en la

suplementacion del medio de maduracion. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero -
setiembre, 2017)
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Recuperacion de ovocitos (media £+ SD) mediante la técnica de
diseccion-ruptura folicular de ovarios de alpaca. Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero -
setiembre, 2017)

N° Total de Ovarios 414
N° Total de Ovocitos recuperados 2369
Media de Ovocitos / Ovario + SD 592 +1,48
Coeficiente de Variabilidad (%) 25,02
Minimo 3,77
Méximo 8,58

SD: Desviacién Estandar
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Tabla 2. Categorizacién morfolégica (media + SD) de ovocitos recuperados
de ovarios de alpaca, mediante la técnica de diseccion-ruptura folicular,
segun calidad. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA
Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)

Categorias morfoldgicas (%)

Repeticion

Calidad | Calidad Il Calidad Il Calidad IV

1 25,23 35,51 22,43 16,82

2 13,10 32,75 42,79 11,35

3 21,58 41,05 26,84 10,53

4 23,26 37,67 21,86 17,21

5 11,29 51,61 18,55 18,55

6 21,36 33,50 26,70 18,45

7 16,34 38,56 30,72 14,38

8 17,68 32,04 39,23 11,05

9 13,33 35,93 38,89 11,85

10 22,11 37,37 30,53 10,00

11 16,27 28,92 43,37 11,45

12 20,00 37,84 31,89 10,27
% + SD 18,46 + 4,46 36,90 £ 5,70 31,15 + 8,37 13,49 + 3,37

SD: Desviacion estandar.
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36,90%

31,15%

18,46%
13,49%

A0

Calidad | Calidad Il Calidad Il Calidad IV

Figura 5. Porcentaje promedio de la categorizacion morfolégica de ovocitos
de alpaca, segun calidad. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la
EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)
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Figura 6. Categorias morfolégicas de ovocitos de alpaca, segun calidad.
Estereoscopio (Motic, SMZ-168). Objetivo 20X. (A) Calidad I: Ovocito con
mas de 5 capas de células del caimulo compacto, claro y transparente; (B)
Calidad Il: Ovocito rodeado por 2-4 capas células del camulo; (C) Categoria
[ll: Ovocito parcialmente rodeado por células de cumulo, entre uno o menos;
(D) Categoria IV: Ovocito desnudo, rodeado soélo por la zona pellucida.
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-
Ayacucho (enero - setiembre, 2017)
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Tabla 3. Porcentaje promedio de ovocitos de alpaca aptos para la
maduracion in vitro, recuperados mediante la técnica de diseccion-ruptura
folicular. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-
Ayacucho (enero - setiembre, 2017)

Coeficiente

de
Variable % Promedio + SD S Minimo Maximo

variabilidad,

%
Porcentaje de ovocitos
aptos para la
86,51 + 3,37 3,89 81,45 90,00

maduraciéon

SD: Desviacién Estandar
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13,49%

86,51%

® OVOCITOS APTOS OVOCITOS NO APTOS

Figura 7. Porcentaje promedio de ovocitos de alpaca aptos y no aptos para
lamaduracion in vitro, recuperados mediante latécnica de diseccion-ruptura
folicular. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-

Ayacucho (enero - setiembre, 2017)
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Tabla 4. Efecto de factores de crecimiento en el porcentaje (media + SD) de los estadios de maduraciéon nuclear de ovocitos de
alpaca, segun tratamiento. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)

Estadios de maduracion nuclear

Media de ovocitos inmaduros

N° ovocitos maduros

N° de ovocitos

Tratamientos n
(% £ SD) (% £ SD) degenerados
VG GVBD Ml Ml (% £ SD)

T1: MM + IGF-1 10 ng/ml 0,69+24¢2 10,10 £ 8,572 5,57 +6,47°2 61,81 £ 21,222 21,83+17,80%
T2: MM + IGF-1 50 ng/ml 2,08+5,18¢2 6,88 £10,87 2 10,14 £ 12,15¢% 50,28 +21,18%® 30,62 + 26,142
T3: MM + EGF 10 ng/ml 12 0,76 £ 2,622 4,23+7,072 13,33 £ 14,65¢% 49,59 + 18,702 32,10 + 20,682
T4: MM + EGF 50 ng/ml 4,85+9,72% 593+7,78%2 9,67 £10,20? 52,86 + 16,94 ® 26,70+ 18,752
T5: MM sin FC 5,36 £8,702 10,90 £ 11,54 2 13,68 + 18,26° 42,22 +16,56 ° 27,84 + 20,242

VG: Vesicula Germinal; GVBD: Vesicula Germinal Rota; MI: Metafase |; MIl: Metafase
ab. | etras diferentes en la misma columna denotan diferencias estadisticas significativas (p<0,05)

SD: Desviacién Estandar
MM: Medio de Maduracion
FC: Factor de Crecimiento
n: NUmero de réplica
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Figura 8. Porcentaje promedio de ovocitos de alpaca en estadio de Metafase
[l (MIl), Metafase | (MI), Vesicula Germinal Rota (VGBD), Vesicula Germinal
(VG) y degenerados (DEG), segun tratamiento. Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)
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Figura 9. Estadios de maduracion nuclear de ovocitos de alpaca. Tincién con
orceina acética al 2%. Microscopio Optico (ACCU-SCOPE). Objetivo 40X. (A)
Vesicula Germinal (VG); (B) Vesicula Germinal Rota (VGBD); (C) Meiosis |
(MD); (D y F) Metafase Il (MIl) presencia del Primer Cuerpo Polar (CP); (E)
Ovocito Degenerado. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA
Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)
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Tabla 5. Tasa de maduracion nuclear (media + SD) de ovocitos de alpaca
madurados in vitro con factores de crecimiento, segun tratamiento.
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-
Ayacucho (enero - setiembre, 2017)

Tasade
Tratamientos n maduracion nuclear Méaximo Minimo
(media + SD)
T1: MM + IGF-I 10 ng/ml 61,81 + 21,222 88,89 25,00
T2: MM + IGF-I 50 ng/ml 50,28 +21,18% 80,00 16,67
T3: MM + EGF 10 ng/ml 12 49,59 + 18,70 % 86,67 18,18
T4: MM + EGF 50 ng/ml 52,86 + 16,94 % 76,92 20,00
T5: MM sin FC 42,22 +16,56° 75,00 16,67

SD: Desviacién Estandar
MM: Medio de Maduracion
FC: Factor de Crecimiento
n: Numero de réplica

ab. | etras diferentes en la misma columna denotan diferencias estadisticas significativas (p<0,05)
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Figura 10. Comparacién de medianas de ovocitos de alpaca en Metafase II,
madurados in vitro con factores de crecimiento, segun tratamiento.
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-
Ayacucho (enero - setiembre, 2017)
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Tabla 6. Efecto de factores de crecimiento en el medio para MIV sobre el porcentaje (media £ SD) de desarrollo embrionario in
vitro de alpaca, segun tratamiento. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero -
setiembre, 2017)

Estadios del desarrollo embrionario (media = SD)

Tratamientos n Segmentados Mérulas Blastocistos Degenerados

(a=0,05) (a=0,10) (a=0,05) (a=0,05)
T1: MM + IGF-1 10 ng/ml 1,87 £ 3,042 26,72 £11,26® 7,88 £4,052 63,53 £11,072
T2: MM + IGF-1 50 ng/ml 1,06 + 2,232 30,12 +£11,00%® 6,72 £ 4,792 62,11 + 8,402
T3: MM + EGF 10 ng/ml 10 1,10 + 2,352 32,01 £11,35° 6,18 £ 5,192 60,71 £10,482
T4: MM + EGF 50 ng/ml 3,41 +5,682 33,53 +19,99% 5,48 £ 5,442 57,59 £ 15,852
T5: MM + sin FC 0,83+2,642 23,306,542 0,00 + 0,00° 75,86 +6,12°

SD: Desviacion Estandar
MM: Medio de Maduracion
FC: Factor de Crecimiento
n: Numero de réplica

ab. | etras diferentes en la misma columna denotan diferencias estadisticas significativas (p<0,05)
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Figura 11. Porcentaje de desarrollo embrionario de alpaca en estadios de
Segmentados (SEG), Mérulas (MOR), Blastocistos (BLA) y degenerados
(DEG), segun tratamiento. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la
EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)

a7



50,00 _ -
£0,00]
40,00
4
|
2 3000
0
=
70,00
> ]
a
10,007 ab
ab ab
{00
T1 T2 T3 T4 T5

Tratamientos

Figura 12. Comparacién de medianas de mérulas de alpaca con adicién de
FC al medio para MIV, segun tratamiento. Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)
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Figura 13. Comparacién de medianas de blastocistos de alpaca con adicién
de FC al medio para MIV, segln tratamiento. Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)
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Tabla 7. Tasa de desarrollo embrionario de alpaca (media + SD) y mediana
cultivados in vitro con adicién de factores de crecimiento al medio para MIV,
segun tratamiento. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA
Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)

Tasa de
Tratamiento n desarrollo Mediana Minimo Maximo

embrionario

(media = SD)
T1: MM + IGF-I 10 ng/ml 34,60 +£9,73 34,845% 22,73 50,00
T2: MM + IGF-I 50 ng/ml 36,84 + 8,80 37,255° 23,53 50,00
T3: MM + EGF 10 ng/ml 10 38,19 + 11,14 33,480° 27,27 58,33
T4: MM + EGF 50 ng/ml 39,00 + 18,90 29,0002 17,65 66,67
T5: MM + sin FC 23,30 + 6,54 21,8252 16,67 35,00

SD: Desviacién Estandar
MM: Medio de Maduracién
FC: Factor de Crecimiento
n: Numero de réplica

ab. | etras diferentes en la misma columna denotan diferencias estadisticas significativas (p<0,05)

50



70,00 ab
0,007 b J;
ab
50,00
»
(0]
=
S 40,00
& a
=
(17}
30,007 -
20,00 T
10,00
™ T3 T4 TS

Tratamientos

Figura 14. Comparacion de medianas de embriones de alpaca con adicién
de FC al medio para MIV, segln tratamiento. Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)
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Figura 15. Estadios de desarrollo embrionario de alpaca, después de 07 dias
de CIV. Microscopio invertido (AXIO). Objetivo 40X. (A) embrién en divisiéon
de dos células; (B 'y C) embrién en division de cuatro células; (D) embrién en
estadio de morula; (E) embrién en estadio de blastocisto expandido; (F)
embrién en estadio de blastocisto protruido. Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)
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V. DISCUSION

5.1. Recoleccidn de ovarios, recuperaciéon y seleccion de ovocitos

En el presente trabajo de investigacion se recuperaron y seleccionaron ovocitos,
a partir de ovarios de Vicugna pacos “alpaca” recolectados en matadero; los
cuales fueron transportados en SSF con antibiético a una temperatura de 4-9°C y
utilizados antes de las 20 h. La recoleccion de ovarios post mortem, la
recuperacion y seleccién de ovocitos, constituye por lo general la etapa inicial del
proceso de produccién in vitro de embriones; en tal sentido, la obtencién de
ovarios de hembras faenadas en matadero, es una fuente abundante de ovocitos
obtenidos a bajo costo; ademés, se ha demostrado que la capacidad de
maduracion in vitro de ovocitos bovinos, no depende del ciclo estral en que son
obtenidos los foliculos,® ® por lo que se pueden madurar in vitro ovocitos de otros
mamiferos recuperados de ovarios post mortem. Sobre esta base, la recoleccion
de ovarios se realiz6 del total de hembras faenadas en el Matadero Municipal de
Huancavelica, las que fueron empleadas al azar como donantes de ovocitos, para
cuyo efecto se consider6 los criterios de oportunidad y cantidad de beneficios. En
el presente estudio, se recolectaron 414 ovarios, recuperando un total de 2369
ovocitos, haciendo un promedio de recuperacién de 5,92 + 1,48 ovocitos por ovario
(Tabla 1); empleando la técnica de diseccién-ruptura folicular.

El nimero total de ovocitos recuperados por ovario, varia de acuerdo al método
de recuperacion empleado. De este modo, se han realizado comparaciones de
recuperacion de CCO en alpacas, bovinos, ovinos y otras especies de interés. Es
asi que, se ha reportado que la mayor cantidad de CCO de alpacas, se han
recuperado con la técnica de diseccion-ruptura folicular, obteniendo una
recuperacion de 4,08 + 1,15 ovocitos por ovario, frente al slicing folicular y
aspiracién folicular (3,77 + 1,25 y 3,21 + 1,19 ovocitos por ovario,
respectivamente).®® El resultado obtenido del nimero total de ovocitos por ovario

en el presente trabajo, se encuentra en un rango superior a lo obtenido en el
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estudio mencionado anteriormente, por lo que es importante sefialar que la
variabilidad en la obtencion de ovocitos por ovario, se debe muchas veces a la
experiencia y habilidad del operador para diseccionar y aislar la integridad del
foliculo ovérico; ademas, de las variaciones propias de cada donante de ovario
(edad del animal, raza y estado reproductivo).

Asi mismo, otra investigacion sefialé que al realizar la comparacion de dos
métodos de recuperacion de ovocitos (desmenuzado del tejido ovarico y
aspiracion folicular), la mayor cantidad de recuperacién de ovocitos de llama,
resulté con el método de desmenuzado de tejido ovarico (27 ovocitos por llama);
mientras que, con el método de aspiracion folicular s6lo se obtuvo 6,4 ovocitos por
llama.® Otro reporte indica también que, el niUmero de ovocitos recuperados fue
superior por el método de corte (10,00 + 7,01 y 8,25 + 4,96) comparando con el
método de aspiracion folicular (4,50 £ 2,06 y 3,10 + 1,68) para alpacas y llamas
respectivamente.®® Cabe resaltar que, la mayor cantidad de recuperaciéon de
ovocitos esta dada cuando se logra realizar cortes en los foliculos del ovario.

Por otro lado, algunos autores sefalan que el hecho de realizar cortes al azar tanto
de la superficie ovarica como del interior, produce la liberacién de ovocitos de
foliculos menores a 2 mm de didmetro, cuya capacidad de maduracion in vitro es
menor en comparacion a los ovocitos obtenidos de foliculos de mayor diametro;%
razén por la cual, muchos investigadores optan por emplear el método de
aspiracion folicular, al haber mayor control en aspirar foliculos de 2 — 6 mm de
diametro.” %% 7971 Sin embargo, al emplear el método de diseccién-ruptura folicular,
lo primero que se hace, es seleccionar los foliculos de entre 2 a 6 mm de didmetro
para realizar la diseccién, hasta aislar la integridad del foliculo y luego se procede
a realizar la ruptura con la ayuda de un bisturi, por lo que se minimiza la obtencion
de ovocitos con menor capacidad de maduracién in vitro.®°

En la Tabla 2 y Figura 5, se indica el porcentaje promedio de la categorizacion
morfoldgica de ovocitos recuperados de ovarios de alpaca, mediante la técnica de
diseccion-ruptura folicular (Figura 6); los cuales fueron: 18,46 + 4,46%; 36,90 +
5,70%; 31,15 + 8,37% y 13,49 + 3,37% para ovocitos de calidad I, II, lll y 1V,
respectivamente. Estos valores difieren con el resultado obtenido en un trabajo de
investigacion, donde aparte de realizar la evaluacion del efecto de dos métodos
de recuperacion de ovocitos de alpacas sobre la cantidad, también realizaron la
evaluacion sobre la calidad de los ovocitos; obteniendo los siguientes resultados:
30,00% (calidad ), 31,00% (calidad I1), 23,50% (calidad IIl) y 15,50% (calidad IV).5®
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La diferencia porcentual en las diferentes categorias, posiblemente se deba al
factor ambiental, tiempo y temperatura de transporte del ovario desde el lugar de
recoleccién hasta el laboratorio; ya que, en la investigacion anteriormente
mencionada utilizaron ovarios de alpaca transportados a 35°C durante 5 a 6 h;
mientras que en la presente investigacion los ovarios se transportaron a una
temperatura de 4 - 9°C por un periodo de 20 h.

La calidad de los ovocitos obtenidos a partir de ovarios colectados en matadero,
esta directamente relacionada con tres variables involucradas: recoleccién y
transporte de ovarios, métodos e instrumental empleados para la recuperacién de
ovocitos y el correcto criterio empleado para su selecciéon;’t por lo que, las
condiciones de transporte de ovarios juegan un papel importante sobre la calidad
de ovocitos. Varias investigaciones realizadas tanto en alpacas como en bovinos,
en produccion in vitro de embriones, han transportado ovarios desde el matadero
hasta el laboratorio, en SSF con antibiéticos, a temperaturas de 30 a 37°C, por un
periodo promedio de 3 a 10 h, sin llegar a afectar la calidad de los ovocitos en los
proceso de MIV.” 871 Sin embargo, debido a la lejania geogréfica que existe entre
los mataderos y los laboratorios y a la necesidad de realizar estudios en esta area,
sugieren realizar investigaciones sobre condiciones de transporte de ovarios de
alpaca a diferentes temperaturas, sin que esta afecte la calidad de los ovocitos en
los procesos de MIV. Es asi que, una investigacion preliminar realizada sobre la
influencia de la temperatura de transporte (4°C - 35°C) sobre la calidad
morfol6égica de ovocitos de alpaca, reportd que se obtuvieron 2,7% de ovocitos de
calidad I, 33,33% de ovocitos de calidad Il, 13,89% de ovocitos de calidad Il y
50% de ovocito de calidad IV, cuando los ovocitos se transportaron a 4°C por
espacio de 18 hy fueron recuperados utilizando el método de aspiracion folicular.5®
La cantidad de ovocitos de calidad Il obtenidos en la investigacion anteriormente
mencionada se asemeja a los resultados obtenidos en esta investigacion (36,90 £
5,70%), mientras que el resto difiere posiblemente por el método de recuperacion
de ovocitos empleado.

En la Tabla 3 y Figura 7, se muestra el porcentaje promedio de los ovocitos de
alpaca aptos para la MIV, obteniendo 86,51% de ovocitos aptos (ovocitos de
calidad I, 1l y Ill) y 13,49% de ovocitos no aptos (ovocitos de calidad 1V). Muchos
autores, en diversas investigaciones consideran que los ovocitos aptos para la
MIV son los ovocitos de calidad | y Il, debido a que presentan de dos a mas capas

de células del camulo y citoplasma homogéneo. Sin embargo, para la presente
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investigacion, debido a la poca cantidad de muestras y con la finalidad de realizar
el cultivo en grupos grandes (>15 ovocitos/500 pl de medio para MIV); se han
considerado también, aptas para la MIV ovocitos de calidad 1ll, con la condicién
de que estas tengan por lo menos una capa de células de cumulo completa y que
su citoplasma sea homogéneo.

5.2. Evaluacion del estadio nuclear de los ovocitos

La maduracién de ovocitos, es una parte crucial del proceso de produccion in vitro
de embriones, debido a que esta estrechamente relacionada con la continuidad
de los procesos de manera escalonada (FIV y CIV) y de la adquisicion y activacion
del genoma embrionario.*® Diversos autores han considerado que un ovocito se
encuentra maduro, cuando al ser evaluado mediante la técnica de fijacion y
tincién, se encuentra en el estadio nuclear de Metafase Il 0 que exista la presencia
del primer corplsculo polar.>” ¢ 7971 Por |o que para determinar la tasa de
maduracién en la presente investigacion, se estableci6 como criterio de
maduracion, a los ovocitos en Metafase Il o que presenten el primer corpusculo
polar. En la Tabla 4 y Figura 8, se muestra las medias porcentuales de los
estadios de maduracion nuclear de ovocitos de alpaca (Figura 9), que fueron
sometidos a cinco tratamientos, con dos tipos de factores de crecimiento en dos
concentraciones diferentes. Los resultados indican que se obtuvo una media
porcentual de ovocitos en VG igual a 0,69 = 2,41%, 2,08 + 5,18%, 0,76 + 2,62%,
4,85+ 9,72% y 5,36 + 8,70% para el tratamiento 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente.
La prueba de Kruskal-Wallis, indica que no existe diferencia significativa (p>0,05)
de la cantidad de ovocitos en estadio de VG y los diferentes tratamientos con FC
a los que fueron sometidos durante la MIV. No obstante, se puede observar que
aparentemente la menor cantidad de ovocitos en estadio de vesicula germinal se
encuentra en el tratamiento 1 (ovocitos que fueron madurados in vitro con 10 ng/ml
de IGF-1); asi mismo, con la prueba de Kruskal-Wallis no se han encontrado
diferencias significativas (p>0,05), para las tasas de ovocito en Vesicula Germinal
Rota y Mitosis I. Por otro lado, la prueba de ANOVA para la cantidad de ovocitos
degenerados derivados de la MIV, tampoco ha encontrado diferencia significativa
(p>0,05); sin embargo, aparentemente la menor cantidad de ovocitos
degenerados se obtuvo con el tratamiento 1 (21,83 = 17,80). Estos resultados
preliminares, permiten inferir que este tratamiento permite que la mayor cantidad
de ovocitos transite a otro estadio de maduracion nuclear durante el periodo de la

MIV y se generen menor cantidad de ovocitos degenerados.
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Por otro lado, la Tabla 5 muestra la tasa de maduracion nuclear de ovocitos de
alpaca, madurados in vitro con factores de crecimiento, los resultados indican que
se obtuvieron las siguientes medias porcentuales de ovocitos en Metafase II:
61,81% + 21,22; 50,28 + 21,18%; 49,59 + 18,70%; 52,86 + 16,94% y 42,22 +
16,56%, para los tratamientos 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente. Ademas, cabe
indicar que, tras realizar la prueba de ANOVA a un nivel de confianza de 95%, no
se han encontrado diferencias significativas (p>0,174); sin embargo, al realizar la
prueba de Duncan se han encontrado que hay diferencia entre el tratamiento 5
(medio MIV sin FC) y el tratamiento 1 (medio MIV con 10 ng/ml de IGF-),
resultados que se pueden contrastar con la comparaciébn de medianas y
variabilidad de los datos que se muestran en la Figura 10.

Aunqgue en alpacas no se hayan reportado aln, ovocitos madurados con factores
de crecimiento de manera independiente, existe evidencia de que se han utilizado
EGF en el medio para la MIV, durante la produccién in vitro de embriones; si bien,
en los resultados no se muestran explicitamente los efectos sobre la tasa de
maduracion, este medio de maduracion suplementado con FC mostrd tener un
efecto positivo y viable en la produccion in vitro de embriones de alpaca.® Por otro
lado, en una investigacion realizada en llamas, se logré obtener 74% de ovocitos
en metafase 11,° resultados que superan a los que se obtuvo en nuestra
investigacion (61,81% con IGF-I a 10 ng/ml), esta diferencia podria estar marcada
claramente por la combinacion de factores de crecimiento (IGF-1y EGF a 10 ng/ml)
gue se utilizaron en dicha investigacion, ademas de considerar la influencia sobre
los resultados de la especie de Camélido Sudamericano en estudio, otros
suplementos utilizados, condiciones de transporte, la recuperacion y clasificacion
de ovocitos. No obstante, como ya se habia mencionado anteriormente, la
influencia de las condiciones de transporte, desempefian un rol importante, no sélo
en la calidad de los ovocitos; si no, que ésta también influye sobre la tasa de
maduracién nuclear de los ovocitos y el posterior desarrollo embrionario; debido a
que , la competencia del ovocito de alpaca para la FIV se ve disminuida por las
condiciones de transporte de ovarios, lo que se atribuye a que la membrana
lipidica sufre cambios cuando se expone a temperaturas inferiores a 20°C; asi
como, lesiones del huso meidtico y endurecimiento de la zona pellcida (estudio
realizado en ovocitos de bovinos); sin embargo, la fase de transicion lipidica no ha
sido examinada para los ovocitos de alpaca.®” lo que explica las bajas tasas de

maduracién nuclear en la presente investigacion.
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La incorporacion de factores de crecimiento en los medios de maduracion in vitro,
ha sido muy poco estudiada en alpacas; siendo estudiada en su mayoria en
bovinos; es asi que, al utilizar EGF en concentraciones de 50 ng/ml lograron
incrementar el porcentaje de ovocitos en metafase Il (81,4 + 4,2%),'° este
resultado se muestra en un rango mayor que el encontrado en la presente
investigacion (52,86 + 16,94%); asi mismo, es inferior a la encontrada en otra
investigacion donde se obtuvo 73% de ovocitos en Metafase I1.° También se ha
reportado que, al utilizar 10 ng/ml de EGF en el medio de maduracion in vitro, se
ha logrado obtener 54,2% de ovocitos en estadio de Metafase I1,° este resultado
es similar al encontrado en la presente investigacion (49,59 + 18,70%), pero
ambas resultan ser notablemente bajas al ser comparadas con otro estudio que
reporta 87% de ovocitos en estadio de maduracion nuclear de Metafase Il. A partir
de estos resultados se puede deducir que el EGF es capaz de promover la
maduracién nuclear de ovocitos en un medio quimicamente definido. Por otro lado,
aungue no se hayan encontrado reportes del efecto estimulatorio del IGF- | a
concentraciones de 10 ng/mly 50 ng/ml sobre la maduracién nuclear de ovocitos,
el presente estudio preliminar permite inferir que los ovocitos madurados con IGF-
| a 10 ng/ml tienen una mejor maduracion nuclear; sin embargo, dado al alcance
de esta investigacion y a la escasa informacién existente en esta especie, no es
posible tener una explicacion concluyente, pues se requieren futuras
investigaciones que permitan aclarar los mecanismos fisiolégicos y moleculares
involucrados en este proceso.

5.3. Evaluacion del desarrollo embrionario temprano in vitro

A parte de medir el efecto de los factores de crecimiento en el medio de MIV sobre
la tasa de maduracion nuclear; también, es necesario realizar la evaluacién del
desarrollo embrionario como una forma eficaz de comprobar si dicha maduracién
se produjo correctamente, lo que se vera reflejado en la capacidad de los ovocitos
para ser fecundados in vitro y alcanzar con éxito las fases de division y desarrollo
embrionario temprano.

En la presente investigacion, la Tabla 6 y Figura 11 muestra el porcentaje
promedio de los estadios de desarrollo embrionario temprano (Figura 15), con
adicién de FC al medio de MIV. La media porcentual de embriones segmentados
(embriones con division de 2 a 4 células después de 7 dias de cultivo post
fecundacion) fue de: 1,87 + 3,04%; 1,06 + 2,23%; 1,10 * 2,35%; 3,41 + 5,68% y

0,83 + 2,64% para los tratamientos 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente. Estos
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resultados permiten inferir que, aparentemente, el desarrollo de embriones
provenientes de ovocitos madurados sin factor de crecimiento (Tratamiento 5)
presenta menores tasas de division embrionaria; por lo que, presentaria mayor
tasa de embriones en estadios mas avanzados; sin embargo, los resultados
indican que, respecto al estadio de morulas este tratamiento presenta una media
porcentual menor (23,30 + 6,54%) en comparacion con los otros tratamientos;
26,72% + 11,26%; 30,12 + 11,00%; 32,01 + 11,35% Yy 33,53 + 19,99%, para
los tratamientos 1, 2, 3 y 4, respectivamente. Ademas, cabe indicar que los
ovocitos madurados en este tratamiento (sin FC), no han llegado a desarrollarse
hasta el estadio de blastocisto y que, a la vez, este tratamiento presenta una
mayor cantidad de embriones degenerados (75,86 + 6,12%) respecto a los otros
tratamientos. Estos resultados pueden explicarse, en base a estudios que han
demostrado, que el uso de FC en los medios de cultivo utilizados para la
produccién in vitro de embriones, reduce de manera considerable la apoptosis
celular, por lo que, en muchas investigaciones realizadas en bovinos, se emplean
estos en los medios para la MIV, FIV y CIV; de manera independiente o en
combinacion de una con otra.!

La prueba de Kruskal-Wallis para los porcentajes de embriones segmentados no
difieren significativamente (p>0,05) en los tratamientos empleados. Asi mismo, la
prueba de Kruskal-Wallis realizada al porcentaje de moérulas no encuentra
diferencia significativa a un nivel de confianza de 95%, (p>0,05); sin embargo,
encuentra diferencia significativa a un nivel de confianza de 90% (p<0,10), y al
realizar la prueba de comparacion de Bonferroni, se encontré que hay diferencia
significativa entre el tratamiento 3 y 5 (p=0,8446), Tabla 6. Estos resultados se
pueden contrastar con la comparacioén de medianas y variabilidad de los datos que
se muestran en la Figura 12. Por tanto, estos valores indican que el tratamiento 3
con EGF a 10ng/ml, permite obtener la mayor cantidad de maérulas, después de 7
dias de cultivo in vitro.

Por otro lado, respecto a la media porcentual de blastocistos (Tabla 6), se obtuvo
7,88 +4,05%; 6,72 + 4,79%; 6,18 + 5,19%; 5,48 £ 5,44% y 0, para los tratamientos
1, 2, 3, 4 y 5; respectivamente. El analisis estadistico de Kruskal-Wallis para los
porcentajes de blastocistos difieren significativamente (p<0,05) en los cinco
tratamientos empleados; es asi que al realizar la prueba de Bonferroni, se puede
encontrar que existe diferencia significativa (p=0,0165) entre el tratamiento 3 y 5;

(p=0,0301) entre el tratamiento 4 y 5. Asi mismo, existe diferencia altamente
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significativa (p=0,0014) entre los tratamientos 1 y 5; (p=0,0078) y entre los
tratamiento 2 y 5. Estos resultados se pueden contrastar con la comparacion de
medianas y variabilidad de los datos que se muestran en la Figura 13. De estos
resultados podemos deducir que la mayor cantidad de blastocistos se generan con
el tratamiento 1 (10 ng/ml de IGF-I), seguido por el tratamiento 2 (IGF-I a 50 ng/ml)
y por el tratamiento 3 (EGF a 10 ng/ml).

La media porcentual de blastocistos encontrada en este estudio resulta ser menor
(7,88 £ 4,05%) que la encontrada en otra investigacion realizada en alpacas donde
utilizaron también 10 ng/ml de EGF en el medio para la MIV de ovaocitos, donde
reportan que después de 7 dias el porcentaje de blastocistos fue de 14,21%.8
Aunque la formulacion del medio de maduracién haya sido similar, este resultado
puede verse notablemente diferenciado debido a la calidad de ovocitos utilizados
para la MIV ya que las condiciones de transporte de ovarios fueron diferentes. Otro
estudio, realizado en bovinos reporta que al adicionar 10 ng/ml de EGF y 5 ng/mi
de IGF-1, se obtienen 16,51 + 1,49% de blastocistos al dia 7.12 Otra investigacion
similar a esta, también report6 que al evaluar la tasa de desarrollo hasta
blastocistos fue de 24,4%.'* Al comparar estos resultados con los obtenidos en
esta investigacion, superan notablemente la tasa de blastocistos encontrados;
diferencia que puede ser atribuida a la respuesta de los gametos de la especie en
estudio, condiciones de transporte, formulacion de medios de cultivo base para la
MIV antes de ser suplementados con FC, condiciones de transporte de ovarios y
a la combinacion de factores de crecimiento.

La Tabla 7, muestra la tasa de desarrollo embrionario de alpaca en condiciones in
vitro (media £ SD) y mediana, con adicion de FC al medio para MIV. Los resultados
obtenidos (mediana) indican que se ha encontrado 34,85%; 37,26%; 33,48%;
29,00% Yy 21,83% para los tratamientos 1, 2, 3, 4y 5, respectivamente. La cantidad
de embriones encontrados en la presente investigacion con el tratamiento 4
(29,00%) resulta ser menor que la encontrada por un estudio realizado en bovinos,
donde se encontr6 33,8 £ 10,9 % tras adicionar 50 ng/ml de EGF al medio de
maduracion. Sin embargo, lograron una cantidad mayor de embriones 30,7 *
3,5%, en el grupo control (sin factor de crecimiento) en comparacion a los
resultados de la presente investigacion, donde se obtuvo 21,83% en el tratamiento
5 (sin FC).%° Por otro lado, otro estudio en bovinos reporté que al adicionar 10
ng/ml de EGF al medio de maduracion logré obtener 34,77 + 1,64% de embriones

y 32,58 + 1,49% para el grupo control.'® Diferencia que se atribuye a la respuesta
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de los gametos de la especie en estudio, formulacion de medios de cultivo base
para la MIV antes de ser suplementados con FC y condiciones de transporte.

La prueba de Kruskal-Wallis para la tasa de embriones (Tabla 7), muestra que los
resultados difieren significativamente (p<0,05) en los cinco tratamientos
empleados; es asi que al realizar la Prueba de Bonferroni, se puede encontrar que
existe diferencia significativa (p=0,0202) entre los tratamientos 2y 5y (p=0,117))
entre los tratamientos 3 y 5. Estos resultados se pueden contrastar con la
comparacion de medianas y variabilidad de los datos que se muestran en la Figura
14. Por lo que el mejor tratamiento en el medio de maduracién in vitro, con la
finalidad de obtener la mayor tasa de embriones, es con la adicién de IGF-1 a 50
ng/ml (37,26%).
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VI.  CONCLUSIONES

En la maduracion in vitro de ovocitos de alpaca, el Factor de Crecimiento
Similar a la Insulina Tipo | (IGF-1) tuvo mejor efecto a una concentracién de
10 ng/ml; mientras que, en el desarrollo embrionario in vitro el IGF-I tuvo mejor
efecto a una concentracién de 50 ng/ml.

La tasa de maduracion in vitro de ovocitos de alpaca fue de: 61,81% con IGF-
| a 10 ng/ml; 52,86% con EGF a 50 ng/ml; 50,28% con IGF-1 a 50 ng/ml;
49,59% con EGF a 10 ng/mly 42,22% sin FC.

La tasa de desarrollo embrionario in vitro de alpaca fue de: 37,26% con IGF-I
a 50 ng/ml; 34,85% con IGF-I a 10 ng/ml; 33,48% con EGF a 10 ng/ml; 29,00%
con EGF a 50 ng/mly 21,83% sin FC.
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VIl. RECOMENDACIONES

Continuar con las investigaciones que involucren factores de crecimiento
(EGF, IGF-I, TGF y PDGF) de manera individual y la combinacion de estos,
en la suplementacién de medios de maduracién y desarrollo embrionario, con
el objetivo de estandarizar protocolos que incrementen la produccion in vitro
de embriones de alpacas.

Realizar investigaciones que permitan aclarar los mecanismos fisiolégicos y
moleculares involucrados en el proceso de maduracion in vitro con factores
de crecimiento.

Es importante controlar la esterilidad de los materiales y la asepsia del lugar
de trabajo, para evitar pérdidas de la produccibn por causa de la
contaminacion.

Mantener la asepsia y desarrollar destreza durante la recuperacion de
espermatozoides a partir de los epididimos, debido a que una ligera
contaminacioén (restos de tejidos o sangre) en la muestra extraia puede ser
causal de desencadenar el crecimiento de microorganismos en el medio
durante el periodo de incubacion, generando la eliminacion de los cultivos.
Para desarrollar trabajos posteriores se debe de implementar en el
laboratorio, un sistema automatico de generador de energia, como respuesta

ante la interrupcién del fluido eléctrico.
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Anexo 1. Composicion de los medios de cultivos utilizados en la produccién
in vitro de embriones de alpaca. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva
de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)

Tabla 8. Composicién de la solucion salinafisioldgica 0.9% con gentamicina.

Componente Cantidad
Solucién salina fisiologica 0,9% 1L
Gentamicina 80 mg/ml 1ml

Tabla 9. Composicién del medio de manipulacion.

Componente Cantidad
TCM - HEPES 90 ml
SFB 10 ml
Gentamicina 80 mg/ml 100 pl

Tabla 10. Composicién del medio de maduracién (MM).

Componente Cantidad
TCM - 199 4,5 ml
SFB 0,5 mi
Piruvato de Sodio 30 pl
FSH 25 pl
LH 25 pl
L-Glutamina 10 pl
17-B estradiol 5ul
Gentamicina 80 mg/ml 5ul

Tabla 11. Composicién del medio de maduracion suplementado con FC.

Componente Cantidad pl/ml
MM + EGF (10 ng/ml) 1pl
MM + EGF (50 ng/ml) 1pl
MM + IGF-I (10 ng/ml) 1pl
MM + IGF-1 (50 ng/ml) 1l

Tabla 12. Composicién del medio de fertilizacion.

Componente Cantidad
TAL — FIV BASE 10 ml
Piruvato de Sodio 100 pl
Heparina 10 pl
Gentamicina 80 mg/ml 10 pl
BSA-FAC-V 0,03 g
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Tabla 13. Composicién del medio de cultivo SOF.

Componente Cantidad
SOF - BASE 10 ml
Aminoacidos esenciales 200 ul
Aminodacidos no esenciales 100 pl
SFB 200 pl
Myoinositol 100 pl
Piruvato de sodio 40 ul
L-Glutamina 20 ul
Acido citrico 10 pl
Gentamicina 80 mg/ml 10 pl
BSA-FAC-V 0,03 g
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Anexo 2. Soluciones stock necesarias para la preparacion de los diferentes
medios utilizados en la produccion in vitro de embriones de alpaca.
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-
Ayacucho (enero - setiembre, 2017)

Tabla 14. L-Glutamina

Componente Cantidad
L-Glutamina 0,146 g
Agua milli-Q 10 ml

Separar en alicuotas de 20 y 200 ul y congelar

Tabla 15. Piruvato de Sodio

Componente Cantidad
Piruvato de Sodio 0,11 ¢
Agua milli-Q 10 ml

Separar en alicuotas de 50 y 100 pl y congelar

Tabla 16. Myoinositol

Componente Cantidad
Myoinositol 0,59
Agua milli-Q 10 ml

Separar en alicuotas de 120 pl y congelar

Tabla 17. 17-B Estradiol

Componente Cantidad
17- Estradiol 0,002 g
Agua milli-Q 10 ml

Separar en alicuotas de 10 pl y congelar

Tabla 18. Acido citrico

Componente Cantidad
Acido citrico 1lg
Agua milli-Q 10 ml

Separar en alicuotas de 15 pl y congelar

Tabla 19. FSH
Componente Cantidad
FSH 0,005 g
Agua milli-Q 10 ml

Separar en alicuotas de 30 pl y congelar
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Tabla 20. LH

Componente Cantidad
LH 0,005¢g
Agua milli-Q 10 ml

Separar en alicuotas de 30 pl y congelar
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Anexo 3. Proceso de la preparacién de soluciones stock para la produccion
in vitro de embriones de alpaca. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva
de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)

a) Pesado de reactivos para soluciones b) Agitacion en Vortex para disolver los
stock. reactivos.

Congelacion a -20 °C

c) Distribucion de alicuotas de las
soluciones en tubos eppendorf.
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Anexo 4. Proceso de la preparacion de medios de cultivo parala produccién
in vitro de embriones de alpaca. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva
de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)

a) Distribucion del medio TCM-199 en tubos falcon b) Adicion de alicuotas a los medios de
y descongelacion de medios base. cultivo.

¢) Homogenizacion de los medios de cultivo con d) Filtracién de medios de cultivo con filtros de
ayuda del Vértex. 0,22 um de diametro.

e) Distribucién de medios de cultivo en placas f)  Acondicionamiento de medios de cultivo en
Well multipocillo y placas de Petri. la incubadora de CO,(1 0 2 h).
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Anexo 5. Flujograma de la produccién in vitro de embriones de alpaca. Laboratorio de Biotechologia Reproductiva de la EEA
Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)

Figura 15. Flujograma de maduracién in vitro de ovocitos de alpaca

Transporte en solucién

Obtencién de ovarios en el Matadero Municipal de salina f_isiolc’)gicg 0,9% con
Huancavelica antibiético a 4-9°C y control

de temperatura

Acondicionamiento de ovarios
en Bafio Maria a 37°

<
L1

Incubacion durante 32 h a Iglnstéllb#](ggir; Zlea;;r d?:?a%i(cz)g Seleccién de CCO Recuper_acic')n dg CCQ con
38,5°C, 5% de CO, y 90% la técnica de diseccién-

q i segun calidad (I, Il'y 11) .
de humedad relativa segun tratamiento ruptura folicular
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Figura 16. Flujograma de fecundacién in vitro de ovocitos de alpaca

Preparacién de espermatozoides Preparacion de los ovocitos para la
mediante la técnica de Percoll fertilizacion

4
"

Percoll 22,5%

Percoll 45%

Formacion de la gradiente de Percoll Distribucion del Medio FIV en
placas Well y de Petri.
(acondicionar 1 h antes)

- v Pt s

Centrifugacion por 20 min a 331,91 x g,
se elimina el sobrenadante y se afiade

medio de capacitacién y centrifugar Lavado de ovocitos en gotas de
nuevamente por 10 min a 331,91 x g. medio FIV

Eliminar sobrenadante y
afadir 40 ul de Medio FIV,
evaluar en el microscopio.

Depésito de ovocitos lavados
en medio FIV acondicionado

Dep6sito de 10 pl con espermatozoides en
cada pocillo (enfrentamiento de ovocitos y
espermatozoides)

¥

Incubacién durante 18 h a 38,5°C, 5% de
CO; y 90% de humedad
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Figura 17. Flujograma de cultivo in vitro de presuntos cigotos de alpaca

Denudacion de presuntos cigotos

por aspiracion repetida de Presuntos cigotos después de la
volimenes de 100 pl. denudacion.

Lavado de los presuntos cigotos en
gotas con medio SOF.

Evaluacion de embriones

Dep6sito de los presuntos cigotos en
medio SOF acondicionado.

Incubacion durante 7 dias a 38,5°C,
5% de CO;, y 90% de humedad
relativa

Placas Well en bolsa de polietileno
con mezcla de gases CO2 (5%), O2
(5%) v N2 (5%)
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Anexo 6. Ovocitos de alpaca recuperados mediante la técnica de diseccion-
ruptura folicular. Estereoscopio (Motic, SMZ-168). Objetivo 20X. Laboratorio
de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero -
setiembre, 2017)
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Anexo 7. Ovocitos de alpaca madurados con factores de crecimiento.
Estereoscopio (Motic, SMZ-168). Objetivo 30X. Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)

(A) Ovocitos madurados con IGF-I a 10 ng/ml; (B) Ovocitos madurados con EGF 50 ng/ml y (C) Ovocitos
madurados con IGF-1 a 50 ng/ml.
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Anexo 8. Proceso de tincidon de ovocitos de alpaca, con orceina acética al 2%. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la
EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero - setiembre, 2017)

Incorporacion de vaselina en las

i ; Aci Recuperacion y depésito de ovocitos en . :
Fijacion de ovocitos con metanol y acido P y aep esquinas del cubreobjetos

acético (3:1) durante 36 ha 4°C portaobjetos

Reposo durante 15 min
antes de la evaluacion Adicién de orceina acética al 2% Montaje de los ovocitos con el
cubreobjetos

Evaluacion de ovocitos,
Microscopio 6ptico (ACCU-
SCOPE), Objetivo 40X
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Anexo 9. Proceso de recuperacidon de espermatozoides de alpaca a partir de
epididimos de testiculos procedentes de matadero. Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho (enero -
setiembre, 2017)

N » Ubicacion de la cola del
Testiculos procedentes de Limpieza y descapsulacion epididimo
matadero de testiculos

Evaluacion y congelacion en Recepcion de _
Nitrégeno Liguido espermatozoides en solucion Corte en la cola del
dilutora (Andromed) epididimo
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Anexo 10. Andlisis de varianza de latasa de maduracién nuclear de ovocitos

de alpaca. Ayacucho, noviembre 2017

Fuente GL SC CM F Valor p
Tratamiento 4 2392 598 1,65 0,174
Error 55 19911 362
Total 59 22302

Anexo 11. Analisis de comparacion maualtiple de la tasa de maduracién
nuclear de ovocitos de alpaca, prueba de Duncan a un nivel de confianza de

95%. Ayacucho, noviembre 2017

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento N
1 2

T5 12 42,2192

T3 12 49,5867 49,5867
T2 12 50,2783 50,2783
T4 12 52,8608 52,8608
T1 12 61,8100

Sig. ,219 ,157

Anexo 12. Andlisis devarianza de latasade ovocitos degenerados de alpaca,
después de la maduracion in vitro. Ayacucho, noviembre 2017

Fuente GL SC CM F Valor p
Tratamiento 4 760 190 0,43 0,784
Error 55 24078 438
Total 59 24838

Anexo 13. Andlisis de comparacién multiple de ovocitos degenerados de
alpaca, después de la maduracion in vitro, prueba de Duncan a un nivel de

confianza de 95%. Ayacucho, noviembre 2017

Subconjunto para alfa =

Tratamiento N 0,05
1
T1 12 21,8250
T4 12 26,6958
T5 12 27,8400
T2 12 30,6183
T3 12 32,0967
Sig. ,293
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Anexo 14. Prueba de Kruskal-Wallis para los porcentajes promedio de
ovocitos de alpaca en estadio de Vesicula Germinal (VG) después de la
maduracion in vitro. Ayacucho, noviembre 2017

Chisq Df p.chisq
4,941585 4 0,293344

Anexo 15. Prueba de Kruskal-Wallis para los porcentajes promedio de
ovocitos de alpaca en estadio de Vesicula Germinal Rota (VGBD) después
de la maduracién in vitro. Ayacucho, noviembre 2017

Chisq Df p.chisq
4,878843 4 0,2999564

Anexo 16. Prueba de Kruskal-Wallis para los porcentajes promedio de
ovocitos de alpaca en estadio de Mitosis | (MI) después de la maduracion in
vitro. Ayacucho, noviembre 2017

Chisq Df p.chisq
2,057119 4 0,7252539

Anexo 17. Prueba de Kruskal-Wallis para los porcentajes promedio de
embriones de alpaca segmentados, después del cultivo in vitro de
embriones. Ayacucho, noviembre 2017

Chisq Df p.chisq
1,994655 4 0,7367421

Anexo 18. Prueba de Kruskal-Wallis para los porcentajes promedio de
morulas de alpaca, después del cultivo in vitro de embriones. Ayacucho,
noviembre 2017

Chisq Df p.chisq
3,898296 4 0,419945

Anexo 19. Prueba de Bonferroni para los porcentajes promedio de mérulas
de alpaca, después del cultivo in vitro de embriones, a un nivel de confianza
de 90%. Ayacucho, noviembre 2017

Tratamientos MOR  Rango n Min Max Q25 Q50 Q75

T1 26,722 23,5 10 9,09 43,75 18,6350 27,525 31,2500
T2 30,120 28,8 10 10,53 50,00 25,6950 31,370 35,1150
T3 32,007 30,4 10 21,43 58,33 23,2975 29,285 37,1775
T4 33,525 25,9 10 12,00 58,33 17,7825 23,215 56,2475
T5 23,304 18,9 10 16,67 35,00 17,7650 21,825 25,0000
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Comparacion:

Grupos Diferencia Valor p Signif. LCL UCL

T1-T2 -5,3 1,0000 -24,541478 13,94148
T1-T3 -6,9 1,0000 -26,141478 12,34148
T1-T4 -2,4 1,0000 -21,641478 16,84148
T1-T5 4,6 1,0000 -14,641478 23,84148
T2-T3 -1,6 1,0000 -20,841478 17,64148
T2-T4 2,9 1,0000 -16,341478 22,14148
T2-T5 9,9 1,0000 -9,341478 29,14148
T3-T4 4,5 1,0000 -14,741478 23,74148
T3-T5 11,5 0,8446 * -7,741478 30,74148
T4-T5 7,0 1,0000 -12,241478 26,24148

Anexo 20. Prueba de Kruskal-Wallis para los porcentajes promedio de
blastocistos de alpaca, después del cultivo in vitro de embriones. Ayacucho,
noviembre 2017

Chisq Df p.chisq
15,84847 4 0,003229384

Anexo 21. Prueba de Bonferroni para los porcentajes promedio de
blastocistos de alpaca, después del cultivo in vitro de embriones a un nivel
de confianza de 95%. Ayacucho, noviembre 2017

Tratamientos BLA Rango n Min Max Q25 Q50 Q75

T1 7,880 32,65 10 455 18,18 5,7325 6,25 8,6025
T2 6,715 29,60 10 0,00 15,79 5,1400 6,51 8,1700
T3 6,185 28,20 10 0,00 14,29 11,1375 6,83 8,1700
T4 5,475 27,05 10 0,00 16,00 0,0000 6,50 8,3300
T5 0,00 10,00 10 0,00 0,00 0,0000 0,00 0,0000

Comparacion:

Grupos Diferencia Valor p  Signif. LCL UCL

T1-T2 3,05 1,0000 -12,998079 19,09808
T1-T3 4,45 1,0000 -11,598079 20,49808
T1-T4 5,60 1,0000 -10,448079 21,64808
T1-T5 22,65 0,0014 ** 6,601921 38,69808
T2-T3 1,40 1,0000 -14,648079 17,44808
T2-T4 2,55 1,0000 -13,498079 18,59808
T2-T5 19,60 0,0078 i 3,551921 35,64808
T3-T4 1,15 1,0000 -14,898079 17,19808
T3-T5 18,20 0,0165 * 2,151921 34,24808
T4-T5 17,05 0,0301 * 1,001921 33,09808
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Anexo 22. Prueba de Kruskal-Wallis para los porcentajes promedio de
embriones de alpaca, después del cultivo in vitro. Ayacucho, noviembre
2017

Chisqg Df p.chisq
12,80154 4 0,01228731

Anexo 23. Prueba de Bonferroni para los porcentajes promedio de
embriones de alpaca, después del cultivo in vitro a un nivel de confianza de
95%. Ayacucho, noviembre 2017

Tratamientos EMB Rango n Min Max Q25 Q50 Q75

T1 34,601 27,20 10 22,73 50,00 26,5575 34,845 37,5000
T2 36,837 30,25 10 23,53 50,00 30,8325 37,255 42,5625
T3 38,191 31,35 10 27,27 58,33 29,7225 33,480 45,0300
T4 39,001 27,60 10 17,65 66,67 24,8175 29,00 58,3300
T5 23,304 11,10 10 16,67 35,00 17,7650 21,825 25,0000

Comparacion:

Grupos Diferencia Valor p Signif. LCL UCL

T1-T2 -3,05 1,0000 -20,2921527 14,19215
T1-T3 -4,15 1,0000 -21,3921527 13,09215
T1-T4 -0,40 1,0000 -17,6421527 16,84215
T1-T5 16,10 0,0841 . -1,1421527 33,34215
T2-T3 -1,10 1,0000 -18,3421527 16,14215
T2-T4 2,65 1,0000 -14,5921527 19,89215
T2-T5 19,15 0,0202 * 1,9078473 36,39215
T3-T4 3,75 1,0000 -13,4921527 20,99215
T3-T5 20,25 0,0117 * 3,0078473 37,49215
T4-T5 16,50 0,0702 . -0,7421527 33,74215

Anexo 24. Prueba de Kruskal-Wallis para los porcentajes promedio de
embriones degenerados de alpaca, después del cultivo in vitro de

embriones. Ayacucho, noviembre 2017

Chisq Df p.chisq
15,59805 4 0,003608791
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Anexo 25. Prueba de Bonferroni para los porcentajes promedio de
embriones degenerados de alpaca, después del cultivo in vitro de

embriones. Ayacucho, noviembre 2017

Tratamientos DEG Rango n Min Max Q25 Q50 Q75

T1 63,534 24,50 10 42,86 77,27 57,8125 65,155 71,6525
T2 62,107 21,25 10 50,00 76,47 57,4375 59,965 66,2525
T3 60,708 20,35 10 41,67 72,73 54,9700 63,395 69,1675
T4 57,595 19,95 10 33,33 72,73 41,6700 66,145 70,4425
T5 75,863 41,45 10 65,00 83,33 75,0000 76,390 78,8550
Comparacion:
Grupos Diferencia Valorp Signif. LCL UCL
T1-T2 3,25 1,0000 -13,31394 19,8139439
T1-T3 4,15 1,0000 -12,41394 20,7139439
T1-T4 4,55 1,0000 -12,01394 21,1139439
T1-T5 -16,95 0,0415 * -33,51394 -0,3860561
T2-T3 0,90 1,0000 -15,66394 17,4639439
T2-T4 1,30 1,0000 -15,26394 17,8639439
T2-T5 -20,20 0,0079 i -36,76394 -3,6360561
T3-T4 0,40 1,0000 -16,16394 16,9639439
T3-T5 -21,10 0,0049 i -37,66394 -4,5360561
T4-T5 -21,50 0,0039 i -38,06394 -4,9360561
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Anexo 26. Matriz de consistencia

" . - VARIABLES E .
TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS INDICADORES METODOLOGIA
Efecto ¢,Cual es el GENERAL: ANTECEDENTES Ho: A diferentes VARIABLES: Poblacién:
de efecto de los eEvaluar el efecto de dos e Fisiologia ovarica concentraciones Alpacas faenadas en
factores factores de factores de crecimiento: e Ovogénesis de factor de INDEPENDIENTE el Matadero
de crecimiento a  Factor de Crecimiento e Foliculogénesis crecimiento no Factores de Municipal de
crecimie  diferentes Epidermal (EGF) y Factor de e OQOvocito habra crecimiento: EGF e Huancavelica.
nto concentracio  Crecimiento Similar a 1a o Maduracion del incrementoenla IGF-I. Muestra:
sobre la nes en la Insulina Tipo | (IGF-I) en ovocito tasa de 414  ovarios  de
tasa de induccion de diferentes concentraciones, o fFactores de Maduracion de Indicadores: alpacas faenadas
madurac la sobre la tasa de maduracion crecimiento ovocitos y e Concentracion 1: Unidad muestral:
ibn  de maduracion de ovocitos 'y posterior o Eacior de desarrollo 10 ng/ml 2369 ovocitos de
ovocitos de ovocitos desarrollo embrionario in vitro Crecimiento embrionario. e Concentracion 2: alpaca de calidad |, Il
y de alpaca y de Vicugna pacos “alpaca’. Epidermal (EGF) 50 ng/ml VAR
desarroll  posterior ) e Eactor de Ha: A diferentes Disefio de
0 desarrollo ESPECIFICOS: Crecimiento concentraciones DEPENDIENTE: muestreo:
embrion embrionario e Determinar el tipo y Similar a la de factor de ¢ Maduracion de No probabilistico
ario in invitro? concentracion de factores de Insulina  Tipo | crecimiento ovocitos. Disefio
vitro de crecimiento para lograr la (IGF-1) habra e Desarrollo experimental:
alpaca. mayor tasa de maduracion de e Produccion in vitro incremento en la embrionario. Disefio

ovocitos y desarrollo de embriones tasa de Completamente
embrionario in vitro de ’ maduracion de |ndicadores: Aleatorizado, con 12
“alpaca”. ovocitos Y ¢ Tasa de Y 10 repeticiones

« Determinar la tasa de ovocitos desarrollo. maduracién en %.  Para MIV 'y CIV,
maduros in vitro, inducida con embrionario. e Tasa de desarrollo 'eSpectivamente.
factores de crecimiento. Analisis

e Determinar la

tasa de
desarrollo embrionario in vitro
de “alpaca” a partir de ovocitos
madurados con factores de
crecimiento.

embrionario en %.

estadistico:

Analisis de Varianza
(ANOVA), prueba de
Duncan, Kruskall-
Wallis y Bonferroni.

93



