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RESUMEN

Los objetivos de este presente trabajo de investigacion, fueron determinar el efecto de la
congelacién sobre la viabilidad y calidad de embriones en llamas, realizado en el Centro
Experimental Pampa del Arco de la E.P. de Medicina Veterinaria — Facultad de
Ciencias Agrarias — UNSCH, para este trabajo se utilizd llamas; 4 donadoras de
embriones que fueron sometidos a una alimentacion de forraje verde y concentrado
comercial para conejos. Las llamas donadoras de embriones fueron sometidas a un
protocolo de superestimulacion ovarica n= 4, dia 0: ecografiatGnRH(1ml), dia 3:
1000Ul de eCG, dia 7: PGF.o(lml), dia 8: GnRH(Iml)+monta natural, dia 15:
coleccién de embriones+PGF2a(1ml). Los embriones colectados fueron clasificados en
grados del 1 al 5 (Skidmore et al. 2004), fueron aptos para la congelacion los embriones
con grado | y Il. Se congelaron 24 embriones, el procedimiento de congelacion, se
realizo con la exposicion de los embriones a una solucion crioprotectora de 1,5M de EG
(Vigro-Ethylene-Gycol®, Bioniche-Animal-Health, Pullman, USA) por un tiempo de
5min a temperatura ambiente, posteriormente, los embriones fueron cargadas en
pajuelas de plastica de 0,25ml, sellados, rotulados y puestos en el congelador Freeze-
Control-CL8800 (Cryologic®, Australia) a -6.5°C y después de un periodo de
adaptacion de 2 a 3min, se realiz6 la induccion de la cristalizacion (seeding),
iniciandose la curva de congelamiento por un periodo de tiempo de 10min. a -6.5°C, y
un descenso progresivo de la temperatura de -0,6°C/min hasta los —35°C. luego los
embriones congelados fueron almacenados en nitrogeno liquido (-196°C). La
descongelacion de estos embriones se realiz6 a través de un Bafio Maria a temperatura
de 30°C por 30s, seguidamente puestas en una placa petri para ser purificados y
colocados en un medio de cultivo SOFa; para de esta manera, ser evaluados, su
viabilidad posterior al descongelado. Se obtuvieron (19/24) 79.16% de embriones

sobrevivientes a la congelacion.

Palabras clave: Congelacién, viabilidad, embriones.



INTRODUCCION

La crianza de Ilamas en el Peru es realizada por productores de muy escasos recursos,
quienes utilizan esta especie como fuente proteinica (produccion de carne) para la
alimentacion. La llama representa desde tiempos inmemoriales la identidad cultural de
los pueblos altoandinos de Sudamérica. Anteriormente, estos animales eran utilizados
como medio de transporte, este uso de la llama ha venido desapareciendo por ingreso
masivo del transporte motorizado. La desaparicion de esta especie representaria un
golpe a la identidad cultural de una amplia poblacién sudamericana, en cambio la
aplicacion de la biotecnologia con éxito sera un medio para incrementar la
productividad y un aumento en los ingresos econdmicos para un amplio grupo social de
las punas americanas quienes, en general, tienen como Unico medio de sustento proteico

la crianza de la llama.

La produccion de llamas representa uno de los pocos ingresos para una gran proporcién
de pobladores alto andinos, quienes no tienen mayor ingreso que las actividades
pecuarias como la produccion de fibra de alpaca, carne de alpaca. En ese sentido la
produccién de llamas es en la actualidad una de las actividades de importancia
econdmica de los mencionados pobladores del ande. Las llamas pueden por su mayor
aptitud cérnica representar una opcion valida para obtener carne y procesarla en
presentaciones novedosas lo cual incrementara el ingreso econémico de los criadores.

Para conseguir ello se tiene que utilizar la biotecnologia reproductiva.

Dentro de la biotecnologia reproductiva se encuentra un area importante que es la
criobiologia. Donde el material esencial ha sido la criopreservacion de gametos para la
reproduccion asistida de los mamiferos, la cual ha permitido la preservacion de
embriones y células, y como también la distribucion de material genético para las
especies en via de extincion y animales de produccion. Con la aplicacion del método de

congelacion convencional de embriones descrito por (Whittingham et, al., 1972), se



logra la conservacion y distribucion del material genético por todo el mundo, Yy
posteriormente, se presentan otros descubrimientos como la utilizacion del crioprotector
intracelular (etilenglicol) por (Voelkel y Hu, 1992), esto facilito el procedimiento al
permitir la realizacion de la transferencia directa de embriones, y de esta manera
convirtiéndose en un sistema comercial con millonadas de prefieces por el mundo
(Palasz y Mapletoft, 1996).

La aplicacion y desarrollo de la biotecnologia reproductiva en camélidos ha sido
limitado por la presencia de diferentes factores. Los ensayos sobre congelacion de
embriones a nivel del pais son muy escasos y no existen experiencias que se hayan
desarrollado, ya que se requiere de un laboratorio equipado, personal capacitado y
disponibilidad de animales que permita desarrollar un trabajo sostenido. Es necesario
para poder avanzar, disefiar y desarrollar protocolos de congelacién de embriones, para
asi contribuir en la expansion de un material genético de alta calidad a los rebafios y a
los productores que apuestan por el cambio tecnoldgico, es decir como un material
esencial en la mejora genética de los camélidos domésticos (Palasz et, al., 2000; Aller
et, al., 2002; Lattanzi et, al., 2002).

La mayor parte de los descendientes obtenidos en los rebafios de los productores son
fruto de cruzamientos aleatorios, por lo cual, solo unos pocos son de calidad, lo que esta
contribuyendo en la progresiva desaparicion de los animales con caracteristicas
fenotipicas ideales, por lo tanto, dada la necesidad de disefiar y aplicar un plan de
mejora genética que incluya la biotecnologia reproductiva como una herramienta (til
para la difusion de genes deseables que contribuyan a mejorar el ingreso econémico de
los productores, se planteé como objetivo determinar el efecto de la congelacion sobre

la viabilidad y calidad de embriones en Ilamas.

Objetivo general

Determinar el efecto de la congelacion sobre la viabilidad de embriones en llamas.

Objetivos especificos
1. Determinar el efecto de la congelacién sobre calidad de embriones en llamas.
2. Determinar el efecto de la descongelacion sobre la viabilidad de embriones en

llamas



CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES

Paredes (2014) “El estudio fue realizada en el centro de Investigacion y Produccion
Chuquibambilla de la Universidad Nacional del Altiplano Puno, en este estudio se
utilizé en alpacas, 32 hembras donadoras y 24 hembras receptoras; tomado en cuenta
ciertos criterios para su seleccion como: buena condicion corporal, clinicamente sanas,
buena amplitud de isquiones y con experiencia de ultimo parto. Siendo los objetivos,
evaluar la sobrevivencia de los embriones a la congelacion y descongelacién por el
método estandar con etilenglicol y Dimetilsulfoxido como crioprotectores y determinar
su viabilidad en las receptoras. En el momento del empadre las hembras donadoras de
embriones fueron apareadas con machos fértiles, y las hembras receptoras fueron
apareadas con machos vasectomizados; y al 8to dia post copula, se realizé un examen
ecogréafico y la recoleccidn de embriones usando Suero Fisioldgico +10% de suero fetal
bovino. Fueron seleccionados para ser congelados los embriones de grado | y II, de
acuerdo a la clasificacion. 24 embriones de grado | y Il fueron seleccionados para ser
congelados, utilizando 2 crioprotectores, 12 fueron expuestos a Etilenglicol 1.5M y 12,
a Dimetilsulfoxido 1.0M por un periodo de tiempo de 10min. como maximo.
Posteriormente fueron envasados en pajuelas de 0.25 ml. Seguidamente el congelador
manual fue calibrado a -6°C, para en el ser ubicadas las pajuelas cuando este marco -
7°C, y se mantuvo por un periodo de 1 min, para realizar el sembrado de ndcleos de
congelacién con una pinza metalica, previa exposicion del instrumento en nitrégeno
liquido, posterior a 10min. se inicia un descenso de temperatura a una velocidad de 0.5-
1.0°C/min hasta -33 0 -35°C y seguidamente se reservan las pajuelas en nitrégeno
liquido. Para la descongelacion, se mantiene a los embriones por 8s a temperatura
ambiente, seguidamente son sumergidas en Bafio Maria a 32°C por 2min. Luego se
vierte el contenido a una placa Petri para purificar y rehidratar en un medio de

mantenimiento +sucrosa 0.2M por 5min. Se obtuvieron 12/12 siendo el 100% de



embriones sobrevivientes a la congelacion con Etilenglicol, frente a 8/12 haciendo un
total de 66.7% con Dimetilsulfoxido, (p>0.05). Posteriormente fueron transferidas a las
receptoras y se realiz6 un diagndstico de gestacion entre los 50 a 60 dias posterior a la
transferencia, mediante un examen ecografico; obteniendo como resultados con
Etilenglicol 7/12 (58.3%) de embriones viables y con Dimetilsulfoxido 3/8 (37.5%), no
encontrandose diferencia significativa (p>0.05). La conclusion fue, que los embriones
de alpacas congelados con Etilenglicol por el método estandar, no son estadisticamente
diferentes a los congelados con Dimetilsulfoxido, tanto en viabilidad como en

sobrevivencia”.

Vasquez, (2008) “En el presente estudio el objetivo fue evaluar el efecto de dos
métodos de criopreservacion sobre la sobrevivencia in Vivo e in Vitro de embriones de
llama. Fueron recuperados no quirdrgicamente 73 embriones en estadio de blastocisto
eclosionado, al dia 6.5 después de la monta en las Ilamas con tratamiento de 1000 Ul de
eCG, y estos embriones fueron distribuidos aleatoriamente a cada uno de los siguientes
grupos experimentales: control (n = 14), congelacion lenta (n = 29) y vitrificacion (n =
30). Congelacion Lenta: En este grupo los embriones fueron expuestos a: Fosfato Buffer
Salino (PBS) con 1.5M de Etilenglicol + 10% Suero Fetal Bovino (SFB) + 50 ug/ml de
Gentamicina; y enseguida envasados en pajillas de 0.25 ml, sellados y enfriados durante
3 horas en un refrigerador, a una velocidad de enfriamiento de 0.12°C/min desde los
26°C hasta 5°C, y posteriormente las pajillas fueron transferidas al tanque de nitrégeno
donde continuo el declive de la temperatura a razén de 5°C/min, desde 5°C hasta -20°C,
por 5min; para finalizar se sumergié en nitrégeno liquido (N2L). Posterior a la
descongelacion se realizo la separacion de los crioprotectores, utilizando las soluciones
de dilucién Sucrosa 0.25M y 0.12M. Vitrificacion: en este grupo los embriones fueron
expuestos a una solucién de vitrificacion (20 % Glicerol + 20 % Etilenglicol +0.5M
Sucrosa + 10% Suero fetal bovino +50 ug/ml Gentamicina), en 2 pasos, y seguidamente
fueron envasadas en pajillas de 0.25ml para luego ser sumergidos en nitrogeno liquido,
posterior a ello, las pajillas fueron descongeladas en Bafio Maria a una temperatura de
37°C por un minuto y automaticamente mezclados con 0.5M y 0.2M de sucrosa.
Posteriormente se realizo la transferencia de embriones de los grupos experimentales; a
razon de: 100% del grupo control, 50% de congelacién lenta y 50% de vitrificacion;
evaluados in Vivo, hacia las hembras receptoras con previa sincronizacion; los

embriones criopreservados fueron primero cultivados por 2 hrs. en PBS + 20% SFB, en
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un horno a 35°C. La tasa de prefiez fue de 30.77 % (4/13), 0 % (0/11) y 16.67 % (2/12)
para las receptoras que recibieron los embriones de los grupos control, congelacion
lenta y vitrificacion respectivamente, realizandoles un diagndstico de prefiez entre los
20 y 30 dias, mediante ultrasonografia transrectal; no apreciandose diferencia estadistica
significativa (p<0.05). En la evaluacion in Vitro los embriones criopreservados fueron
cultivados en PBS + 20 % SFB, en una atmdsfera compuesta por 5 % de CO2, 20 % de
02 y 75% de N2, durante 1 hr. a 39 °C, para a continuacion analizar su reexpansion
embrionaria y morfologia. Se registrd6 cambios morfoldgicos, con disminucion de
calidad en mayor proporcion en los embriones que fueron congelados. Reexpandieron
un 57.14% (4/7) de embriones de congelacion lenta y un 75% (9/12) de embriones
vitrificados, siendo esta diferencia no significativa (p<0.05). Este trabajo determino que
ambos métodos de criopreservacion redujeron la calidad embrionaria post-
descongelacion, presenciandose disminucion de calidad en embriones congelados,
determinada por las caracteristicas morfoldgicas y aparicion de cambios anormales en
los embriones evaluados in Vivo e in Vitro. No siendo evaluado in Vitro el grupo
control. Para la evaluacién in Vivo los datos fueron analizados por las pruebas de Chi-
cuadrado, Fisher exacta y ANOVA,; y para la evaluacion in Vitro Fisher exacta y T- de
Student. Estos resultados nos permiten deducir que la vitrificacion puede ser un método

adecuado para la criopreservacion de embriones en llamas”.

Carnero, (2011) “En un estudio realizado para evaluar las tasas de fertilidad mediante la
transferencia de embriones ipsilateral y contralateral. Se utilizaron 10 llamas hembras
como donadoras de embriones, que fueron sincronizadas con LH (1ml), superovuladas
con 1000 Ul de eCG provocando lutedlisis con prostaglandina (1ml), siendo
empadradas posteriormente. Se utilizaron 43 Ilamas receptoras de 4 a 6 afios, las cuales
el dia del empadre se les realizo el tratamiento con LH con la finalidad de sincronizar
con las donadoras. Pasado 7 dias del empadre se realizé el lavado uterino para la
recoleccion, evaluacién y transferencia de embriones. La transferencia se realiz6 a los
grupos experimentales con embriones frescos del mismo dia de la recoleccion. Se
obtuvieron resultados que sefialan una tasa de prefiez de 60% (Grupo 1) y 75% (Grupo
3) en hembras transferidas ipsilateral derecha e izquierda respectivamente, en cambio en
hembras transferidas contralateral derecha e izquierda 30% (Grupo 2) y 25% (Grupo 4)

respectivamente”.



Apaza, (2017) “En otro estudio realizado para evaluar la recuperacion repetida de
embriones en llamas y alpacas con una posterior transferencia intra e inter especifica, se
utilizaron como donadoras 6 alpacas Huacaya y 7 Suri, y como receptoras alpacas y
Ilamas: (20 alpacas Huacaya, 20 alpacas Suri, 20 llamas Chaku y 20 Ilamas K'ara). Se
realizo la sincronizacion de la onda folicular el dia cero con la administracion de GnRH
(1.5 ml) tanto a las donadoras como también a las receptoras, se les administro
prostaglandina el dia 9 (0.25 mg en alpacas y 0.38 mg en llamas), el dia 11 las
donadoras fueron empadradas por monta natural y el dia 8 post-copula se realizé el
lavado uterino, para ello se tranquiliza, limpia y desinfecta la region perianal, se extrajo
las heces, para guiar mejor el catéter de transferencia, tras ubicar la cérvix; se realizé el
lavado uterino con el medio y colectando el embrién en el filtro; tras concluido el
lavado uterino a las donadoras se les administro prostaglandina (0.25 mg) para la
induccion a la lutedlisis y de esa manera reiniciar una nueva onda folicular; se
realizaron 10 lavados uterinos con un intervalo de 10 dias entre lavados. A las
receptoras se les volvid a aplicar GnRH (1.5 ml) en el dia 11, quedando ya preparadas
para la transferencia del embrion. Se recuperaron un total de 46 embriones en donadoras
de alpaca Huacaya, 33 en alpaca Suri. La recuperaciéon de embriones en alpaca Huacaya
fue de 88.68% y en alpaca Suri 80%; y a los 22 dias de transferencia el porcentaje de
prefiez fue llama K'ara 55.55%, llama Chaku 77.77%, alpaca Huacaya 68.42% y alpaca
Suri 66.66%. El porcentaje de gestacion de los embriones por el didmetro fueron: < 1
mm de didmetro 70% de prefiez, > 1 y <2 mm de diametro 64.1% de prefiez, > 2 y <3

mm de didmetro 71.4% de prefiez y > 3 mm de diametro 75% de gestaciones”.

1.2. LALLAMA

La llama (Lama glama) segln investigaciones recientes basados en el estudio del ADN
fue domesticada hace unos 6000 afios en los Andes del centro y sur del Pert (Wheeler,
1995) a partir del guanaco (Lama guanicoe) (CONACS, 2005). Por ello existe una
semejanza en el comportamiento social y en muchos de sus aspectos morfolédgicos a su
progenitor. Se reconocen dos razas en estas especies: Chaku, llama lanuda y Qara, llama
pelada (CONACS, 2005).

La llama tuvo gran relevancia en la época prehispanica, teniendo una amplia
distribucion en la costa y sierra, alcanzando una poblacion superior a la de las alpacas, y

jugando un papel importante en la economia local de las regiones. Del mismo modo se
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sabe, que un grupo de llamas, regularmente acompariaba, a los ejércitos en el periodo
incaico, de esa manera, acrecento su distribucion a lo largo de los Andes, desde la zona
central de Chile hasta el sur de Colombia (CONACS, 2005).

La crianza de este animal es para la produccion de carne y de trabajo (carga). Esta
especie llega a tener un peso promedio de canal de hasta 52 kg. de carne de buena
calidad dptima para el consumo humano. Reproductivamente la llama tiene similar
comportamiento a los camélidos con un promedio de gestacién de 11.5 meses y la

paricion generalmente de una cria (CONACS, 2005).

1.3. REGULACION NEUROENDOCRINA DEL CICLO REPRODUCTIVO EN
CAMELIDOS SUDAMERICANOS

“En toda especie vertebrada la funcion reproductiva es controlada por el neuropéptido
(GnRH) hormona liberadora de las gonadotropinas. Mientras que, en las hembras de
ovulacion inducida, por ejemplo: gatos, conejos y camélidos; el estimulo
somatosensorial genital durante la monta provoca la liberacion de GnRH vy el
subsecuente surgimiento preovulatorio de LH”. (Bakker y Baum, 2000; Novoa y Leyva,
1996).

“La GnRH es secretada por el nucleo arcuato del cerebro, que esta ubicado en el
hipotalamo medio basal. La GnRH se libera por influencia de neuronas que tengan
terminaciones nerviosas y contacten con el ndcleo arcuato; este recibe elementos
estimuladores como norepinefrina y epinefrina o elementos inhibidores como

serotonina, dopamina y opioides endogenos”. (Birnbaumer et, al., 1985).

La liberacion de la Hormona liberadora de las gonadotropinas es inducida por esteroides
ovaricos en el caso de las especies de ovulacion espontanea. Los esteroides ovaricos
provocan la secrecion pulsatil de la Hormona liberadora de las gonadotropinas hacia la
hipdfisis, y este se refleja como un estimulo para la secrecién de la Hormona
luteinizante. Asi mismo en hembras de ovulacion inducida, el comportamiento de la
liberacion de Hormona liberadora de las gonadotropinas es diferente, debido a que el
Estradiol actia en el cerebro generando comportamientos de proreceptividad o
receptividad en el aspecto sexual y no directamente en la liberacion de Hormona

liberadora de las gonadotropinas. EI mecanismo principal para la liberacion de la

8



Hormona liberadora de las gonadotropinas, se da por la activacion de las neuronas
noradrenérgicas del cerebro medio y del encéfalo, como respuesta a estimulos de las
neuronas somatosensoriales, y estos estimulos son ocasionados por la introduccion del

organo copulador del macho durante el empadre. (Bakker y Baum, 2000).

El estradiol juega un papel importante en ovuladoras espontaneas en la funcion
neuroendocrina, sin embargo, se reportd que las neuronas de la hormona liberadora de
las gonadotropinas no poseen receptores para esteroides, por lo cual los esteroides no
lograrian estimular directamente la sintesis de GnRH, sin la participacion de
neurotransmisores (Bhat et, al., 1998).

En los terminales nerviosos de la eminencia media se da la liberacién de GnRH por la
activacion del hipotdlamo medio basal la cual fue estimulada por las neuronas
noradrenérgicas (Bakker y Baum, 2000). “La hormona liberadora de las gonadotropinas
es conducida mediante el sistema hipotalamo-hipofisario hasta la hipofisis anterior”.
(Arthur et, al.; 1991; Hafez, 1996). En la hipdfisis anterior la GnRH impulsa la
liberacion de las gonadotropinas: hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona
luteinizante (LH), estas hormonas se encargan de la regulacion de la esteroidogénesis y

la maduracion de gametos.

“La hormona foliculo estimulante en los mamiferos es una hormona primordial para dar
inicio el desarrollo y mantenimiento de los foliculos ovaricos; en presencia de la
hormona luteinizante (LH) hace que los ovarios secreten estrégeno. La FSH estimula la
aromatizacion de testosterona a estrogeno en las células granulosas del foliculo, y la LH

estimula la secrecion de testosterona en la teca interna del foliculo” (Hafez, 1996).

La funcion principal de la secrecion de la Hormona luteinizante es la de inducir la
ovulacion, y posteriormente a ello ocurre la luteinizacién de las células del foliculo
ovulatorio, y se inicia la produccion de progesterona P4, teniendo un efecto de
retroalimentacion negativa a nivel del hipotdlamo, de esa manera previene la secrecion
de GnRH, inhibiendo la sensibilizacion de los gonadotrofos, de la hipdfisis, a la accion

de la Hormona liberadora de las gonadotropinas. (Stevenson, 1997).



La leptina es otra sustancia que participa como neurotransmisor en la regulacion del eje
hipotalamohipdfisis (Zieba et, al., 2004), “esta hormona es una proteina sintetizada en el
tejido adiposo y secretada a la circulacion”. (Barb et, al., 2004). En estudios realizados,
se observa que en ratas la leptina actlia sobre los axones terminales y en los cuerpos de

las neuronas (Watanobe, 2002).

Se determiné que la leptina en la circulacion, incrementa su concentracion en el
transcurso del desarrollo puberal, y en el suero sus niveles alcanzaron un umbral
estimulatorio, que permitié la activacion del eje hipotalamohipofisario, siendo este
ultimo asociado también a la disminucion de la accion de retroalimentacion negativa del
estradiol y a la estimulacion de la expresion del gen leptina en el adipocito (Barb et, al.
2004).

“La expresion del gen leptina en la pubertad de las vaquillas, coincide con un aumento
en las concentraciones de IGF-I(factor de crecimiento similar a la insulina) en suero y al
incremento de peso corporal” (Garcia et, al., 2002). De igual forma la insulina y el IGF-
| parecen intervenir en el rol de unidn, entre la activacion del eje reproductivo y el

balance energético (Barb et, al., 2004).

1.4. DINAMICA FOLICULAR EN CAMELIDOS SUDAMERICANOS

Los camélidos sudamericanos muestran un desarrollo folicular en forma de ondas
(Bravo y Sumar 1989; Adams et, al. 1990; Bravo et, al,. 1990; Chaves et al. 2002;
Vaughan et, al., 2004; Miragaya et, al., 2004). “Siendo parecido a lo observado en otras
especies, presentando una fase de reclutamiento que es determinado por el crecimiento
de varios foliculos primordiales, con la posterior reduccion a un selecto grupo y para
finalizar surge un foliculo dominante, con un diametro > 7 mm, segun se describié en

alpacas y llamas” (Adams et, al. 1990; Vaughan et, al. 2004).

“El foliculo dominante presenta tres fases de desarrollo, crecimiento (incremento de
diametro folicular), estatica (cambios minimos en el didmetro) y regresion (disminuye
su diametro)” (Stevenson, 1997). Cuando el foliculo dominante presenta regresion, se
recluta un grupo de foliculos antrales para la formacién de la siguiente onda folicular
(Ginther et, al., 1989). “Es posible que, en camélidos, la inhibina producida por el

foliculo dominante, actle en la regresion de los foliculos subordinados, asi como sucede
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en otras especies” (Fortune, 1994), necesitando también la accidn sinérgica del estradiol
y de otros reguladores intraovaricos y FSH con menores niveles en el dia de la

desviacion folicular (Ginther et, al., 1997).

“En estudios con llamas se obtuvo un promedio de duracion de 4,8 £ 1,5 dias para el
foliculo dominante en crecimiento (3-8, -10 o —12 mm), para la fase estatica o de
madurez folicular (foliculos de 8- 12 mm) promedio 5.0 £ 1,6 dias, y en la regresion
folicular (desarrollo final 3 mm) promedio6 4,0 + 1,1 dias, haciendo un total de 14 dias

aproximadamente” (Bravo et, al., 1990)

“En las llamas se registr6 tres diferentes condiciones fisiologicas del crecimiento
folicular: anovulatorio (sin monta), ovulatoria pero no gestante (monta con macho
vasectomizados) y ovulatoria gestante (monta con macho fértil), reportandose intervalos
entre ondas de 20-25 dias en llamas no servidas, 19.8 + 0.7 dias en llamas servidas con

machos vasectomizados y 14.8 + 0.6 dias en hembras gestantes”. (Adams et, al., 1990).

El reporte en alpacas de intervalo entre ondas es de 15 dias (Bravo y Sumar, 1989),
parecido a lo establecido por Vaughan et, al. (2004), quien indica un intervalo de ondas
de 12 dias en el 39 % y 16 dias en el 32 % de animales evaluados por ecografia. “Se
concluye que, en llamas, el desarrollo de un subsiguiente foliculo de una nueva onda
folicular normalmente empieza en 2 - 3 dias posterior al inicio de la regresion del

foliculo dominante de la onda anterior”. (Bravo et, al., 1990).

En la conducta de la receptividad de las alpacas y llamas hembras hacia el macho es
determinada por la presencia de foliculo > 7 (Adams et, al., 1990, Vaughan et al., 2004),
proponiendo que la capacidad ovulatoria de llamas y alpacas ante un estimulo de copula
este determinado por el estadio de desarrollo folicular, crecimiento o estatico en el
momento de la monta (Cervantes et, al., 2007, Vaughan et, al., 2004, Bravo et, al.,
1991); “en cambio los estadios ovaricos con foliculos en regresion, pueden mantener
capacidad de ovulacion, probablemente van a producir ovocitos en estadios de
maduracion avanzados o con cambios cualitativos, pero que manifestaran una menor
tasa de gestacion” (Cervantes et, al., 2007). “Estas diferencias presentadas en los
estadios de crecimiento folicular al momento de la copula, podrian explicar algunos de

los factores involucrados en la mortalidad embrionaria de alpacas y llamas”.
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“Fue reportado que el didmetro maximo del foliculo dominante anovulatorio, fue mas
grande que en llamas no prefiadas (que no ovularon = 12,1 + 0,4 mm; que ovularon =
11,5 £ 0,2 mm) que en llamas prefiadas (9,7 = 0,2 mm). Sumado a eso, la lactacion fue
asociada con un didmetro maximo de foliculo dominante méas pequefio durante todos los
estados reproductivos (10,4 £ 0,2 mm) y con la disminucién en el nimero de foliculos
(12)”. (Adams y Rato, 2001).

“Por esa razon la lactacion y la presencia de un cuerpo lateo, estan asociados a la
depresion del desarrollo folicular” (Adams et, al., 1990). El conocimiento detallado
sobre las ondas foliculares ovéricas, podria ayudarnos para la optimizacion del tiempo
de monta, esto permitiria tener buenos porcentajes de fertilidad y un desarrollo de
protocolos que nos faciliten el control del estado folicular ovarico en camélidos

sudamericanos.

1.5. DESARROLLO FOLICULAR Y OVULACION

“En las especies domesticas las hembras nacen con ovocitos y foliculos ovaricos con
una cantidad ya definida, en su mayoria, ellos se atresiaran y nunca seran ovulados. A lo
largo de la vida de una hembra, los foliculos primordiales se mantienen en un estado de
reposo y en cada cierto tiempo, algunos foliculos son seleccionados para desarrollarse.
El desarrollo folicular es un proceso continuo que culmina con la ovulacién del foliculo

madurado y con la regresion del mismo”. (Galina y Valencia, 2008).

La dinamica folicular en llamas es similar a la de las hembras bovinas, por lo que se
sigue un patrén clasico de ondas ya descritas, en cada una de las ondas foliculares que
se presentan surge un grupo de foliculos, siendo uno de ellos el foliculo dominante que
continuara su crecimiento hasta alcanzar un diametro maximo de 9-16mm. “El foliculo
dominante tiene una accion inhibitoria llevando a los foliculos subordinados a detener
su crecimiento y atresiarse. Entre 1 y 3 dias de comenzada la regresion del foliculo

dominante emerge la onda” (Adams et, al 1990; Bravo et, al., 1990).

En el crecimiento folicular interviene la proliferacion y la diferenciacion, esta se da por
la estimulacién de las hormonas de las células de la granulosa y de la teca, lo que
conlleva a un aumento de la capacidad de producir foliculos, de producir estradiol y de

reaccionar a las gonadotrofinas. La produccion de estradiol establecerd cual de los

12



foliculos tendré los receptores de hormona luteinizante necesarios para la ovulacion y
luteinizacion. Las perturbaciones en las respuestas de la granulosa y teca a las sefiales

gonadotrdpicas interrumpen el crecimiento folicular (Hafez, 2000).

En los camélidos se dard la descarga del LH y la consecuente ovulacion a través del
estimulo de la introduccion del érgano copulador; mientras el estimulo de la monta sola
sin la introduccién del pene, resultara una tasa de ovulacion baja (Fernandez-Baca et,
al., 1970). Para inducir a la ovulacién en alpacas es suficiente con unos periodos de
monta de 5 minutos como minimo, esto en presencia de un foliculo preovulatorio, asi
mismo también se reporta un 5% de ovulaciones espontaneas cuando la hembra esta

aislada del macho y luego se le presenta ante este (Bravo, 2002; Sumar, 1988).

1.5.1. Embriologia del camélido

a) Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario empieza con la division celular a partir del cigoto, y
realizando su recorrido por el oviducto hasta ingresar en el Utero, pero, la duracion es
especifica en cada especie. Luego de algunas divisiones celulares, el embrién toma la
forma de una pelota pequefia de células llamada morula, luego estas células se ordenan
dando lugar a que se forme una cavidad llena de liquido, entonces se denominara
blastocisto (Hyttel et, al., 2010).

Tabla 1.1. Tiempo de pasaje del embrién desde el oviducto hasta el Gtero y fonacion del

blastocito en las diferentes especies.

Pasaje dentro del Utero Tiempo en que se
Especies Dias despuTa,s de la Estado de desarrollo fo’rma el blastou.s,to
ovulacion (dias post ovulacion)
Cerda 2 4-8 células 5-6
Vaca 3-3 8-16 celulas 7-8
Oveja 3 8-16 celulas 6-7
Yegua 5-6 mérula 6
Perra 8 blastocisto 8

Fuente: (Hyttel et al., 2010).

El desarrollo embrionario de alpacas a los 6 dias post monta mérula. 8 dias blastocisto

joven y blastocisto expandido 10 dias, vesicula embrionaria (Pérez, 1995).
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1.5.2. Recoleccion de embriones

“La recoleccion de embriones en camélidos por lo general se hace del modo no
quirdrgico. Se sujeta a la donante y se administra un sedante, luego se envuelva la cola
para evitar la molestia de la misma, se limpian las heces del recto y la zona perineal.
Algunas veces se coloca anestesia epidural, se atraviesa el cérvix con una sonda Foley y
por el recto con la mano enguantada se ayuda a dicha manipulacion. Una vez insertada
la sonda en el cuerno uterina se llena el balo con 30 a 40 ml de aire para anclarlo, luego
se introduce medio de lavado temperado y con suaves masajes se ayuda a evacuar el
medio de lavado a través del catéter hacia el filtro colector, lavado que debe repetirse
por lo menos tres veces con un minimo de 500 ml” (Skidmore, 2000; Huanca et, al.,
2004).

1.5.3. Morfologia embrionaria

“Los embriones obtenidos a los 6 a 7 dias del empadre, en hembras superovuladas,
presentan una variacion de tamafio entre 0.1 a 1 mm, y normalmente se encuentran en
estadio de blastocisto expandido liberado. El diametro promedio de un total de 163
embriones de llama y 19 embriones de alpaca, fue de 527.1 £ 168.0 um y 534 £ 151.4
um, respectivamente. La expansion del trofoblasto se extiende desde un promedio de
1.2 mm en didmetro en el dia 6.5 a 7.5, hasta 83 mm de longitud al dia 13 a 14. Esta
tasa acelerada de desarrollo embrionario se le podria relacionar al aparentemente

reconocimiento materno temprano de la prefiez en estas especies” (Adams et, al., 1991).

1.5.4. Evaluacion de embriones

Los embriones se clasifican segun a su aspecto morfoldgico, con el apoyo de una pipeta
fina de vidrio, la que permitira desplazar los embriones para evaluarlos desde distintos
angulos (Hafez, 2000; Palomino, 2000). Se debe observar la integridad de la membrana
prelucida y su esfericidad (Palomino, 2000). ElI embrion debe tener un desarrollo en
relacién al dia de la coleccion, los embriones se colectan hasta con un tiempo maximo
de 48 horas de retraso (Hafez, 2000). “En los dias 6to y 7mo, deben excluirse los
embriones de menos de 32 células, por ello estas células deben de ser claras y de
contorno regular, siendo la opacidad un signo de degeneracion, este sistema de
evaluacion morfoldgica no constituye un test absoluto de la viabilidad embrionaria.

Pero, se presentan diferencias significativas en el porcentaje de prefiez cuando se
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trasfieren embriones de calidad media con respecto a la calidad buena o excelente”.

(Hafez, 2000; Palomino, 2000; Witenberg et, al., 1987).

bh

Skidmore et, al. (2004), Propone una tabla de calificacion para embriones en camélidos.

Tabla 1.2. Clasificacion de grado de embrion en camélidos

Grado del embrién

Caracteristicas

GRADO |

GRADO I

GRADO Il

GRADO IV

GRADO V

Embrion de excelente calidad, con tamafo acorde
al tiempo de coleccidn, perfectamente esférico y
superficie plana

Embrion bueno, con las caracteristicas del grado |
pero con algunas irregularidades en el contorno.
Embrion de calidad media, embrién pequefio que
presenta manchas negras, contorno irregular y con
algunas células protruidas

Embrién colapsado, exponiendo &reas oscuras
degeneradas y con muchas células sobresalientes
Embrion muy oscuro, fragmentado, colapsado, no

transferible

Fuente: (Skidmore et al. (2004).

1.5.5. Crio preservacion de embriones

La criopreservacion de embriones es una técnica fundamental que nos permite
almacenar embriones de especies mamiferas en su amplia variedad sin que se pierda su
capacidad de desarrollar y nacer vivos. En la actualidad se realiza la congelacion y la
descongelacion de embriones de manera rapida, este proceso hace necesario deshidratar

parcialmente al embrion antes de ser congelado con la finalidad de evitar la formacion

de cristales que lesionan los blastomeros (Mazur, 1977).

La criopreservacion ha adquirido importancia debido a la produccién de embriones por

FIV y por OPU-FIV. Se debe tener en cuenta la existencia de 2 elementos

fundamentales referente al embridn:

1. Esta conformado por 80% de agua

2. Se comporta como una membrana semipermeable, por lo que reacciona a las

diferencias de concentraciones osmdticas que hay en el medio en el cual se

encuentra.
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Por ejemplo, tenemos un blastocisto de excelente calidad y al momento de someterlo al
proceso de congelacion ultra rapida (de temperatura de laboratorio directamente a
nitrégeno liquido), debido al alto contenido de agua en su interior presentara

cristalizacion y muerte de la unidad embrionaria como tal.

Si lo sometemos a un proceso ultra lento, con una disminucion lenta de temperatura
hasta -40 o -50°C, también producira muerte celular debido al llamado "efecto
solucion”; el embrion cuando se congela lentamente, presentara cristalizacion en el
medio extracelular, tomando en cuenta que el cristal de hielo se comporta como
secuestrador de agua, y debido al aumentando de su concentracion en el medio
extracelular, provocara que el embrién reaccione perdiendo agua para equilibrar, como

esta deshidratacion es tan brusca, se produce la muerte embrionaria.

En la naturaleza existen sustancias o agentes denominados crioprotectores, que tienen la
propiedad de disminuir la accion deletérea del efecto solucion cuando el embrion es
sometido a una disminucion lenta de temperatura. Se debe considerar que, cuando los
embriones sean sometidos a diferentes técnicas de criopreservacion estén en un estado

de mérula compacta o blastocisto de excelente o buena calidad (entre los dias 6 y 8).

1.5.6. Principios bésicos de criobiologia

Para la sobrevivencia de las células a la criopreservacion, deben mantenerse sin dafios y
fisiologicamente funcionales durante todo el proceso (Bo et al., 2003). Cuando los
embriones van a ser congelados, primeramente, son sumergidos y equilibrados en
solucion que contengan agentes crioprotectores (ACP) (Leibo, 2008). “Los
crioprotectores son de bajo peso molecular y por ello previenen la deshidratacion y
degeneracion de proteinas causada por la congelacion del agua intra y extracelular,
durante el proceso”. (Kanagawa, 1995). Debido a las propiedades de las membranas
celulares, asi como a las distintas dimensiones moleculares en los ACP, hacen que estos
compuestos tengan diferentes tasas de permeabilidad hacia las células, que se
cuantifican a través de coeficientes de permeabilidad. Ademas, la permeabilidad para un
mismo ACP varia a lo largo del desarrollo embrionario, para cada uno de sus estadios,
desde ovocitos hasta cigoto, y también la permeabilidad para un mismo ACP varia entre
distintas especies embrionarias, aun teniendo el mismo estadio embrionario (Leibo,
2008).
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“Cuando la célula pierde agua y es expuesta a una solucion hipertdnica depende de la
permeabilidad al agua de la célula, la cual es una caracteristica fundamental de cada
célula ya dependiendo de la composicion de la membrana celular y la superficie del area
celular (um2). La permeabilidad de la célula al agua, comunmente se refiere a su
conductividad hidréaulica (dada en unidades de pum/min atm), también depende de la
temperatura de exposicion, y de la proporcién de la presion del vapor interno y externo,
que es la diferencia en la presion osmotica de la solucion dentro y fuera de la célula”
(Leibo, 2008).

El tiempo es un factor muy importante debido a que las células son enfriadas en
diferente tasa, “lenta”, “moderada”, “rdpida” y aln “ultrarrdpida”. Ya que, en las tasas
de enfriamiento lento, el hielo crece lentamente en grandes cristales, secuestrando los
solutos disueltos en canales entre cristales de hielo en cambio en tasa de enfriamiento

elevado podremos observar que el hilo crese méas rapido y los cristales son pequefios.

1.5.7. Crioprotectores para la solucién

Durante el proceso de criopreservacion es necesario deshidratar parcialmente los
embriones, este proceso de deshidratacion se logra afiadiendo un agente crio protector
con la finalidad de impedir la formacion de cristales que dafian las estructuras
citoplasmaticas. Existen dos clases de crioprotectores: permeables o intracelulares e

impermeables (no permeables) o extracelulares.

a) Crioprotectores permeables

Por su bajo peso molecular estos crioprotectores son capaces de atravesar la
membrana plasmatica de forma activa o pasiva. Entre estos se encuentran los
alcoholes como el etilenglicol, el glicerol, el propilenglicol o el sorbitol (Shaw et,
al.,1995; Shaw et, al., 2000). Dimetilsulféxido (DMSO), 1-2propanodiol,
polietilenglicol, etanol entre otros (Miyake et, al., 1993). Y las aminas como la
acetamida, la betaina, la formamida, la glutamina, la lisina o la taurina (Karrow,
1997). Entre los crioprotectores permeables mas utilizados destacan: metanol,
etilenglicol (EG), 1,2 propanediol, Dimetil sulfoxido (DMSO), 2,3 butanediol
(PM=90,12), glicerol (G) (PM=92,10), entre otros (Bo et, al., 2003).
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b) Crioprotectores no permeables

Presentan alto peso molecular, estos compuestos extraen el agua libre intracelular
sin poder penetrar a la célula utilizando la diferencia de presién osmotica; son
efectivos para preservar la estructura y funcionalidad de las membranas con baja
actividad de agua; deshidratan junto con el crioprotector las células de los
embriones. Entre estos se encuentran: polivinilpirrolidona (PVP), glucosa, fructosa,
ficoll, dextrano sorbitol, sucrosa, lactosa, trealosa, rafinosa y otros azucares. Los
crioprotectores previenen la deshidratacion total y la degeneracion proteica,
causada por la congelacion del agua intra y extracelular durante el proceso. La
etapa del desarrollo més apropiada para la vitrificacion en etilenglicol es la morula
compacta y blastocisto temprano de embriones producidos in vivo o in vitro
(Celestinos y Gatica, 2002).

1.5.8. Congelacion

El método de congelacion estandar fue elaborado por (Wilmut y Rowson, 1973). “En
este método son expuestos los embriones al medio de congelacion (PBS + G), en un
solo paso de 10 a 30 minutos, a una temperatura ambiente de 20 - 22°C. En este periodo
se incluye el envasado de los embriones en pajillas plasticas. Esto nos facilita realizar
con mayor precision y rapidamente la induccién de la cristalizacién o "seeding”. Las
pajillas deben ser ubicadas en un equipo de congelacion a -7°C por un periodo de 5
minutos para equilibrar la temperatura de las pajillas con la del equipo; el "seeding" es
realizada poniendo en contacto una placa metélica enfriada en nitrégeno liquido con la
superficie de la pajilla; el agente refrigerante de la placa metalica puede alcohol,
nitrégeno liquido o etanol enfriado por medio de un compresor, sino se realiza la
cristalizacion se producird la formacion de cristales de hielo bajo un estado de
superenfriamiento y una elevacion repentina de temperatura (se genera calor latente de -
10 a -15°C), causando un severo trauma fisico que puede dafar las células”. (Celestinos

y Gatica, 2002).

“Una vez realizado el “seeding”, se mantiene la temperatura estable durante 10 minutos
(periodo de estabilizacion) y luego se desciende a una velocidad de entre 0.1 y 0.5 °C
hasta -30 o -35 °C para establecer un adecuado balance entre deshidratacion y
formacion de hielo intracelular, ya en este instante se pueden retirar las pajuelas del

equipo de congelacion y sumergirlas en nitrégeno liquido. La descongelacion se
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realizada de rapidamente, introduciendo las pajillas en bafio Maria a 30 0 35 °C durante
20-30 seg”. (Celestinos y Gatica, 2002).

En otro método de congelacion répida, donde los embriones son deshidratados
parcialmente, como ocurre en el método estadndar, posterior a ello se les deshidrata
nuevamente exponiéndolos en una solucion mixta de sucrosa y glicerol. Esta ultima
deshidratacion genera condiciones de enfriado rapido en los embriones. Las pajillas son
ubicadas en el cuello del termo de nitrogeno, por un periodo de 5 minutos, y posterior a

ello son sumergidas en el tanque de nitrégeno liquido.

1.5.9. Procedimientos para la crio preservacion de embriones

a) Seleccion de embriones

Este procedimiento se realiza después de la coleccion, de acuerdo a sus caracteristicas
morfoldgicas solo son colectados los embriones de buena calidad. Prontamente los
embriones seran sometidos y purificados en medio buffer, enriquecida con SFB. Estos
lavados se realizan con el fin de proteger a los embriones de la contaminacién

bacteriana y limpiar la superficie embrionaria del moco uterino (Palomino y Li, 2000).

b) Adicion de crioprotectores

Una vez colectado los embriones deben ser deshidratados para poder evitar las
formaciones de cristales que pueden lesionar las estructuras citoplasmaticas, la
deshidratacién sera posible adicionando un crioprotector al medio de congelacion.
Existen varios procedimientos en donde el método se basa en la adicion de
crioprotectores en diferentes concentraciones en una solucién buffer, puesto que los
embriones permaneceran a una temperatura constante por un tiempo. Luego los

embriones seran enfriados y congelados (Palomino y Li, 2000).

c) Colocacion de embriones en pajuelas

“El envasado de los embriones es individual, en pajillas de cloruro de polivinilico con
capacidad de 0.25 o 0.50 ml. El procedimiento se realiza de la siguiente forma: Se debe
cargar aspirando columna de solucion con el embrion, una columna de aire la pajilla es
cargada aspirando una columna de la solucion, una burbuja de aire y finalmente se

completa con el medio; en este procedimiento se debe tener cuidado en la primera
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columna pues si toca el tapdn de la pajilla, como es de algoddn y alcohol polivinilico se

solidificara con el liquido, de esa manera se hard impermeble”. (Palomino y Li, 2000).

Una vez ubicados los embriones en las pajillas, son rotulados para poder iniciar el

proceso de congelacion, el cual es realizado con el apoyo de equipos especializados.

d) Descongelacion de embriones

El proceso de descongelacion debe realizarse rapidamente para evitar el crecimiento de
los cristales de hielo desarrollados durante la congelacion (Lehn-Tensen y Rall, 1983).
“Mientras el proceso de descongelamiento lento concede tiempo suficiente como para
permitir la descongelacion extra e intra citoplasmica y ello puede generar a una baja
sobrevida post-criopreservacion y para evitar la baja sobrevida las pajillas son extraidas
del nitrégeno liquido y sumergidas en bafio Maria a 30°C aproximadamente” (Rall y
Polge, 1984).

Se extraen las pajuelas del tanque de nitrégeno, y se mantienen al medio ambiente por
10s y luego por 1 min son colocadas a 37°C, y posterior a ello so colocadas en
soluciones de sucrosa al 0.25 M y 0.12 M (Huanca et, al., 2011).

La descongelacion de embriones debe realizarse rapidamente, colocando las pajillas un
en bafio maria a 30-35°C por un tiempo de 20 a 30 seg. (Cabodevila et al., 1991). Los
mayores porcentajes de sobrevida embrionaria, se ha observado que son obtenidos,

cuando se realiza un calentamiento rapido (2.500°C/minuto).

“La extraccion del glicerol se puede realizar, luego de retirar el embrion de la pajilla o
con el embrion dentro de la misma. Para el primer caso, se puede llevar a cabo en una
sola etapa, utilizando sucrosa, o en forma escalonada, empleando concentraciones

decrecientes de glicerol o una mezcla de glicerol y sucrosa en PBS” (Heath, 1990).

Finalmente se deben evaluar los embriones descongelados para poder eliminar los que
han sido dafiados en el proceso de congelacion. Se ha reportado que con la técnica de
extraccion del glicerol se logran porcentajes de prefiez que normalmente superan el 50%
(Niemann, 1985).
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e) Eliminacion de crioprotectores

“Para que los embriones descongelados, logren desarrollar su actividad, tanto in Vivo
como in Vitro, una vez realizada la descongelacion del embrion; los crioprotectores
deben ser eliminados por completo mediante la rehidratacion de sus células. Esto se
realiza poniendo al embrién en soluciones de concentraciones descendentes del
porcentaje de esta sustancia hasta llegar a 0, con la finalidad de impedir el shock
osmotico que usualmente sucede en caso haya mucha sustancia crioprotectora y se lleve

rapidamente a una solucion salina isotonica” (Palomino y Li, 2000).

f) Evaluacion pos descongelamiento

Es un procedimiento que debe realizarse para eliminar aquellos embriones que fueron
afectados por el proceso de congelacion. Solo seran transferidos los embriones de grado
I y grado IlI, por sufrir estas menos lesiones durante el proceso de
congelacion/descongelacion (Niemann, 1985; IETS, 1998).

Los crioprotectores se pueden remover de los embriones en 3 y 6 pasos de manera

paulatina, hasta alcanzar una concentracion final de fosfato buffer salino (PBS), sin
crioprotector.
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CAPITULO I
METODOLOGIA

2.1. UBICACION

El presente trabajo de investigacion se desarrolld6 en el Laboratorio de Fisiologia
Veterinaria de la Escuela Profesional de Medicina Veterinaria - Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, ubicado en el
distrito de Ayacucho de la provincia de Huamanga, Departamento de Ayacucho a una
altitud de 2735 m.s.n.m., con una temperatura promedio de 12 - 18 °C, precipitacion
pluvial promedio de 500 mm, humedad relativa de 40 — 50%, latitud sur a 13°10'09" y
74°11'53" longitud oeste (Senamhi, 2013).

2.2. MATERIALES Y EQUIPOS

2.2.1. Materiales

e Etilenglicol+Sucrosa-VIGRO® Ethylene Glycol Freeze Plus with Sucrose
e Medio Holding

e Pajillas de 0.25ml

e Medio de mantenimiento de embriones

e  Micropipetas de 10, 20,1000ul

e Tips para Micropipetas de 10, 20, y 1000ul
e Placa petri 35x10mm

e Placa petri 90x15mm

e Alcohol polivinilico

e Bolsas plasticas 12x10 cm

e Cinta masking de 24 mm x 40 m

e Guantes descartables

e Buffer fosfato salino-PBS

e Nitrogeno liquido



e Tanque de nitrégeno para almacenar embriones

e Termo para descongelar embriones

2.2.2. Equipos

e Congelador de embriones- FREEZE CONTROL® CL-8800i- CryoGenesis™
e Estereomicroscopio AmScope

e Bafio Maria

e Refrigeradora

e Platina térmica

2.2.3. Otros

e Mameluco

e Guardapolvo

e Camara fotogréafica
e Crondmetro

e Brete

e Tijeray Papel toalla

2.3. PROBLEMAS ESPECIFICOS

o Cual serd el efecto de la congelacion sobre la calidad de embriones descongelados
en llamas?

e ;Cuadl sera el efecto de la descongelacién sobre la viabilidad de embriones en

llamas?

2.4. METODO PROCEDIMENTAL

2.4.1. Material bioldgico

e Llamas donadoras de embriones — Proyecto FOCAM.

e La investigacion se realizo con 24 embriones obtenidos por superovulacion de

[lamas y tuvo una duracién de 6 meses de enero a junio del 20109.

2.4.2. Obtencion de embriones
Para iniciar con la obtencién de embriones, previamente las donadoras fueron sometidas

a una evaluacién ecogréafica de los ovarios durante dos dias consecutivos, con el fin de
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comprobar la existencia de foliculos en crecimiento con un diametro mayor a los 7 mm.
Las donadoras que cumplian dicha condicion recibieron 1ml acetato de gonadorelina
para poder inducir la ovulacién y fueron evaluadas 2 dias después para constatar la
ovulacion del foliculo dominante, y de darse el caso iniciar el tratamiento con las

correspondientes, con la eCG. Como se puede observar en la figura 2.1.

PGFza(lml)

8 9 10 11 12 13

Empadre+6nRH
._- :-: [mmm— T}

2 empadres C/12h

Figura 2.1. Protocolo de stper ovulacion en Ilamas donadoras de embriones

Las hormonas para el proceso de obtencion de embriones en llamas fueron las

siguientes:

¢ GONASYN GDR® contiene Gonadorelina, anédlogo sintético de la hormona
hipotaldmica GnRH, en solucién inyectable y su administracion es por via
intramuscular (IM) profunda en una dosis de 1ml por animal.

¢ NOVORMON® 5000, Gonatrofina corionica equina purificada, su administracion
es por via intramuscular (IM) profunda en una dosis Unica de 800 y 1000 Ul en
cada tratamiento respectivamente por cada donadora.

e LUTALYSE® Dinoprost trometamina, como agente luteolitico, su administracion

es por via intramuscular (IM) profunda en una dosis de 1ml por animal.

2.4.3. Recoleccion y evaluacion de embriones
e La recoleccion de embriones fue realizado a los 7 dias de realizarse el empadre,
mediante un procedimiento no quirdrgico en hembras que presentaron en sus

ovarios 2 0 mas cuerpos luteos. Al inicio del proceso de recuperacion de embriones
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se administré a cada animal acepromacina Promazil® con una dosis de 0.3g para
tranquilizarlas, seguidamente se pas6 a inmovilizar al animal en un brete de
sujecion disefiado especificamente para tal fin, seguidamente se procede a la
evacuacion del contenido rectal y se aplico clorhidrato de lidocaina al 2% en una
dosis de 2 ml, para conseguir la anestesia epidural caudal. Finalmente, se procedio
a la eliminacion de los contenidos fecales restantes y se realiz6 una limpieza de la
zona vulvar (con agua y jabon carbolico y papel toalla desechable).

La coleccion de embriones fue mediante la ubicacion de la cérvix e inmediatamente
se atraveso esta con la ayuda de un dilatador cervical o mandril cubierto por la
sonda Foley de 2 vias de 18 mm de didmetro y una camiseta sanitaria.

La sonda Foley fue fijada en la luz del cuerno uterino por la insuflacion del globo
con aire de 20ml, para la obstruccion del mismo, pudiéndose comprobar con
movimientos hacia la parte anterior y posterior de la sonda Foley con el aplicador.
Para efectuar el lavado de los cuernos uterinos se utilizé el medio PBS Dulbecco
(Sigma Aldrich, USA), previamente atemperada a 37° C, con dos repeticiones cada
una de 250 ml, utilizando aproximadamente 500 ml de volumen total, este medio de
lavado de PBS fue introducido por la sonda Foley conectada a la tuberia en Y hasta
palpar turgencia en los cuernos uterinos y para evitar el reflujo, y procedié a cerrar
la tuberiaen'Y.

Se realizo6 leves masajes en el cuerno uterino, y seguido la liberacion del medio de
lavado.

A todas las donadoras después del proceso de coleccion de embriones se les aplico
1ml de protaglandina f2 - LUTALYSE®.

Después del lavado el contenido fue trasladado al laboratorio de Fisiologia
Veterinaria donde se realizé la blasqueda, evaluacion y clasificacion de embriones
con la ayuda de un estereomicroscopio.

“Se dejo por un tiempo de 10 minutos de sedimentacion, el sobrenadante se sifoneo
hasta dejar de 20 a 30 ml en el fondo del filtro, esta cantidad se vertio a una placa
Petri”. (Pérez, 1994).

La evaluacion se realizo con un estereomicroscopio, poniendo especial atencion en
la zona peldcida, blastomeros y color del embrion. Para lo cual tomamos como
referencia la clasificacion hecha por Skidmore et, al. (2004), descrita en tabla XXX.

Se escogieron solo embriones de Grado I, Il. Estos fueron aspirados
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individualmente a una pajuela de 0.25mL con medio de mantenimiento y se

mantuvo en platina térmica a 38.2°C, hasta el momento de su congelacion.

2.4.4. Congelacion de embriones

e Lacongelacién solamente fue para aquellos embriones con grado | y I1.

e Se congelaron 24 embriones, el procedimiento de congelamiento, se hizo a través
de la exposicién de los embriones a una solucion crioprotectora de 1,5 M de EG
(Vigro Ethylene Gycol®, Bioniche Animal Health, Pullman, USA) por un periodo
de 5 minutos a temperatura ambiente.

e Y seguido a ello, los embriones fueron aspirados en pajillas plasticas de 0,25 mi,
selladas y puestas directamente en la congeladora Freeze Control CL8800
(Cryologic®, Australia) a -6.5°C.

e Pasado un tiempo de adaptacion de 2 a 3 minutos, se efectud el proceso de
induccion de la cristalizacion (seeding), iniciandose la curva de congelamiento con
un periodo de tiempo 10 min a -6.5°C, y un decremento progresivo de la
temperatura de - 0,6°C/min hasta los —35°C. Los embriones congelados fueron

conservados en nitrégeno liquido (-196°C).

2.4.5. Evaluacion de la viabilidad embrionaria

La evaluacién de la viabilidad embrionaria de los embriones post descongelacién de
estos, este procedimiento se desarrollé con la ayuda de un estereoscopio y una platina
térmica, donde se observaron todas sus estructuras, poniendo especial atencién en la
zona pelucida. Tomando como referencia de calificacion los pardmetros establecidos
por Skidmore (tabla. 2).

2.5. ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizd una estadistica descriptiva basada en promedios, y porcentajes. Los datos se

organizaron en tablas y figuras para determinar la calidad y viabilidad embrionaria.
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CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. CALIDAD DE EMBRIONES OBTENIDOS POR SUPER OVULACION EN
LLAMAS (Lama glama)

Se recolectaron un total de 49 embriones de los cuales fueron evaluados y clasificados

de acuerdo a la calidad embrionaria propuesta por skidmore et, al. (2004), solamente

embriones de grado | y grado Il, con las siguientes caracteristicas.

Tabla 3.1. Clasificacion de embriones obtenidos por superovulacion en llamas (Lama glama)
GRADO DE EMBRIONES CARACTERISTICAS DE EMBRIONES

Embrion de excelente calidad, el tamafio corresponde al

GRADO | estado de coleccion en relacion a la ovulacion. Antes de los
8 dias debe ser —perfectamente esférico con superficie lisa.
Embriones de buena calidad. Similar a los embriones de

GRADO Il grado I, con algunas irregularidades del contorno y muy

pocas células protruidas.

Fuente: (Skidmore et, al. 2004)

La tabla 3.2 presenta el promedio y la cantidad de embriones recuperados por super
ovulacion de llamas donadoras de embriones, solamente se utilizaron 24 embriones de
excelente y buena calidad para el proceso de congelacion. Los embriones obtenidos
fueron de excelente calidad y buena calidad embrionaria y representan el 36.7% y

30.6% respectivamente.

Tabla 3.2. Promedio y calidad de embriones recuperados en llamas (Lama glama)

Calidad de embriones
) Total
Excelente Buena Regular Mala Intransferible
18 15 5 3 8 49

(36.7%)  (30.6%)  (102%)  (6.1%) (16.3%) (100%)




Estos resultados que se presentan son inferiores a los conseguidos por Evangelista
(2007) quien al realizar la superestimulacion ovérica en llamas llego a obtener 74.03%
de embriones de excelente calidad y un 14.29% de embriones de buena calidad, esta
variacion se deberia posiblemente al afecto de factores medio ambientales y el manejo,
dado que existe una mejor respuesta de cada especie cuando se encuentra en su habitad
natural. Asi mismo otro factor que podria influir en estos resultados es la utilizacion de
la hormona, (Huanca, 2008) manifiesta que el uso de la FSH permite lograr mayor
nimero de embriones de excelente calidad, mientras que la utilizacion de la
Gonadotropina corionica equina, permite lograr un nimero mayor de embriones de
buena calidad, aunque las diferencias que se observan en ambos tratamientos no
tuvieron diferencia estadistica significativa. También coincide dicho analisis con lo
reportado en otras especies domésticas, puesto que se muestra que los embriones
obtenidos en las hembras tratadas con la hormona foliculo estimulante fueron de calidad
superior (Elsden y col, 1978; Monniaux y col, 1983).

Asi mismo, reporto un 90,48% (19/21) de embriones clasificados como fértiles y un
9,52 % (2/21) fueron clasificados como degenerados 6 muertos, los resultados que se
obtuvieron fueron inferiores a los reportados por (Correa et al. 1997), esta variabilidad
de la calidad embrionaria estaria dada por la donadora que fue sometida al proceso de
superovulacién, probablemente debido a una serie de cambios estructurales y
hormonales en los oocitos y los liquidos foliculares respectivamente, durante el periodo
preovulatorio y que posiblemente afectaria la fertilizacion y el desarrollo temprano del

embrion. (Callensen et, al., 1986).

En una investigacion en donde se aplicd la coleccion continua de recuperacion de
embriones en alpacas Huacaya (Gonzales, 2014) obtuvo un 66.25% y 67.21% de
embriones de calidad A, esta diferencia se deberia al proceso de coleccion que se
realizd. Hasta el momento no se cuenta con investigaciones que especifiquen la calidad
embrionaria en camélidos sudamericanos, como producto de la super ovulacion ovéarica
con Gonadotropina Corionica Equina, es por ello que el presente trabajo es un referente
para la obtencion de embriones de excelente y buena calidad.
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3.2. CALIDAD EMBRIONARIA POST DESCONGELACION DE LLAMAS
(Lama glama)

Se tuvo una variacion de 20.84% (5/24) en relacion a la calidad de los embriones que

fueron sometidos al proceso de descongelacion, donde se observo una reduccion en la

calidad embrionaria de excelente y buena con la que iniciaron el proceso de congelacion

y llegando a calidad regular y mala.

Tabla 3.3. Calidad embrionaria pre congelacién y post descongelacion de embriones en llamas

(Lama glama).

Calidad Disminucién de la calidad Disminucion de
Embriones embrionaria pre- embrionaria post- la calidad
congelacién descongelacion embrionaria
Excelente 12 1 1/12
Buena 12 4 4/12
Total 24 5 5/24 (20.84)

La tabla 3.3 muestra la calidad embrionaria pre congelacion y post descongelacion,
donde se observa que existe una disminucion de 20.84% en relacion a la calidad
embrionaria, estos resultados son superiores a los reportados por Vasquez (2008) quien
reporta una disminucién de la calidad embrionaria de 57.14% (4/7) al someter a los
embriones a una congelacién lenta. Estas diferencias se atribuyen que en el presente
estudio se utiliz6 como crio protector Etilenglicol+Sucrosa y la sucrosa, por ser un
agente crioprotector impermeable, favorece en las células embrionarias la
deshidrataciéon, durante la criopreservacion, evitando la formacion de cristales de hielo a
nivel intracelular. En cambio, durante la descongelacion mantiene una alta presion
osmotica en el medio extracelular, de esta manera previene el shock osmético vy la lisis
de las células embrionarias durante la separacion del crioprotector (Rall, 1987). “Del
mismo modo, durante el proceso de congelacion y descongelacion hay diversos factores
que se considerar para garantizar el buen manejo, uno de estos factores a considerar es
la concentracion de los crioprotectores, porque en concentraciones muy elevadas
pueden causar estrés osmotico y toxicidad; o la vitrificacion del medio podria ser

inadecuada (solidificacion no homogénea), si la concentracion es muy baja”. (Cuello et,
al., 2008).
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“Diferentes trabajos de investigacion reportan que existe una sensibilidad del embrion a
la congelacion y que esta varia con especie y estadio; y esta seria un inconveniente a
superar para una aplicacion practica del método de congelacion. Se tiene que tener en
cuenta la relacion entre la ubicacion, el estadio y la edad del embrion, que varia entre
distintas especies. Los embriones hacen un recorrido por la union utero-tubal
ingresando al Utero en el estadio de morula a los 4 dias en ratas y entre los 5 y 6 dias en
yeguas”. (Suarez, 2006), “en ovejas entre los dias 4-5 y es un blastocisto formado en el
dia 6”. (Spencer et, al., 2007).

“Estudios realizados en llamas superovuladas, indican que se han recuperado
blastocistos liberados, al dia 7, o alrededor de este dia, post copula”. (Huanca et, al.,
2004; Von Baer et, al 2002; Palasz et, al., 2000), es decir alrededor de 6 dias de edad del
embrion (periodo monta-ovulacién 30 Hrs, Huanca, 2001), lo que nos permite suponer
que en alpacas al igual que en llamas (Cervantes, 2008) es mucho mas rapido el
desarrollo embrionario, en comparacion con otros mamiferos, y por ende, los lavados
uterinos, no quirdrgicos, podrian efectuarse antes del dia 7 post copula En tal sentido, en
el presente estudio, la recuperacion embrionaria fue el dia 7 post copula. Cabe
mencionar, que solamente los embriones en estadio blastocitos fueron sometidos al

proceso de congelacion en el presente trabajo.

“La calidad embrionaria estd influenciada por las donadoras superovuladas, debido
probablemente a los cambios hormonales y estructurales en los fluidos foliculares y
oocitos respectivamente, durante el periodo preovulatorio y que podria afectar la

fertilizacion y desarrollo embrionario temprano” (Callensen et, al., 1986).

3.3. VIABILIDAD DE EMBRIONES DE LLAMAS (Lama glama) POST
DESCONGELACION

Fueron considerados embriones viables todos aquellos que fueron sometidos al proceso

de congelacidn/descongelacion de embriones y mantuvieron su calidad embrionaria de

excelente y buena.
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Tabla 3.4. Porcentaje de viabilidad embrionaria post descongelacion en llamas (Lama glama).

Viabilidad Viabilidad Disminucion de la
Embriones embrionaria pre- embrionaria post- viabilidad
congelacién descongelacién embrionaria
Excelente 12 11 1/12 (4.16%)
Buena 12 8 4/12 (16.6%)
Total 24 19 19/24 (79.16%)

La tabla 3.3 muestra la viabilidad embrionaria, donde se obtuvo (19/24) 79.16% de
embriones sobrevivientes a la congelacién. Estos resultados obtenidos son superiores a
los reportados por Paredes (2014), quien reporta un porcentaje de 66.7% post
descongelacion de embriones en alpacas, asi mismo mencionar que el autor en mencién
utilizé solamente Etilenglicol en el tratamiento | y Dimetil Sulfoxido en el tratamiento
I. El presente resultado obtenido es superior debido a que en nuestro caso se utilizd
como crio protector Etilenglicol+Sucrosa y este tiene un efecto favorable en relacion al
indice de permeabilidad celular, por lo tanto, la facilidad de salir del embrién con
rapidez y asi evitar dafios post descongelacion, razon por la cual el etilenglicol se

convirtio en el crioprotector de eleccion. (Skidmore y Loskutoff, 1999).

Asi mismo, el porcentaje de viabilidad embrionaria post descongelacion obtenida en el
presente estudio es superior a lo reportado por Huanca et, al, (2011) en embriones de
Ilama, quien reporta 62% de sobrevivencia post-descongelacion con 10% de
etilenglicol, esta diferencia se debe a que usé una tasa de congelacion muy lenta
0.12°C/min/ 3 h, seguido, 5°C hasta -20°C, para finalmente sumergir las pajillas en
nitrégeno liquido, ello genero una entrada muy lenta del crioprotector permeable a la
célula consiguientemente se logr6 una deshidratacion muy lenta, lo que produjo
formacion de hielo intracelular (Fair et, al., 2001).La membrana celular es muy sensible
a refrigeracion y esta a menudo es dafiada durante la criopreservacion (Zeron et, al.
2002).

“La wviabilidad embrionaria, como la categorizacion post descongelacion estan
claramente relacionadas a la formacion de cristales de hielo intra y extracelular, que
puede originarse a consecuencia de las tasas de descenso térmico muy altas, donde el
agua intracelular no tiene el tiempo suficiente para alcanzar el medio extracelular, se

sobre enfria, alcanza temperatura de nucleacion y finalmente se cristaliza dentro del
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citoplasma. Asi mismo si la tasa de ascenso térmico durante la descongelacion no es lo
suficientemente répida, es posible que se produzca hielo intracelular como consecuencia
de un nuevo pasaje a traves de la temperatura de nucleacion o crecimiento de pequefios
cristales que pueden haberse generado durante el enfriamiento, esta puede iniciarse
ademés, por un desequilibrio entre la concentracion del crioprotector y la tasa de
descenso térmico” (Kasai et, al., 1992; Mazur, 1963), sobre todo cuando no se ajustan
adecuadamente la tasa de ascenso y descenso de temperatura (Mucci et al., 2006). Los
dafos no solo se producen en organelas intracelulares, Considerando que el colesterol
esta presente en la membrana plasmética, donde su nivel y la proporcion con los
fosfolipidos determinan en gran medida su fluidez y asi su sensibilidad a la
refrigeracion (Horvath y Seidel 2006). Otro punto importante a considerar en la presente
investigacion es, que la congelacion fue realizada con el uso de un congelador
automatico  (Congelador de embriones- FREEZE CONTROL® CL-8800i-

CryoGenesis™), que se atribuye la mejor uniformidad en el descenso de la temperatura.
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CONCLUSIONES

La viabilidad embrionaria post descongelacion en llamas fue de 79.16% de los

embriones sometidos al proceso de congelacion.

El efecto de la congelacién de embriones influye en la viabilidad y calidad

embrionaria post descongelacién disminuyendo en 20.84%.



RECOMENDACIONES

Congelar embriones de llamas en diferentes estadios.

Congelar embriones comparando métodos de criopreservacion de congelacion
frente a la vitrificacion.

Realizar trabajos de investigacion para evaluar la taza de prefiez con la utilizacién

de embriones congelados.
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Anexo 1.
Panel fotogréafico

Foto 2. Llamas donadoras de Embriones.
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Foto 3. Congelador de embriones FREEZE CONTROL® CL-8800i- CryoGenesis™

Foto 4. Estereomicroscopio AmScope
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Foto 5. Tanque de nitrégeno liquido
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Foto 6. Platina termina para mantener temperatura adecuada para los embriones y medios.

T —————)

46



Foto 7. Preparacién de donadoras de embriones
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Foto 8. Preparacion de medio para la evaluacion de embriones
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Foto 9. Embriones clasificados para el proceso de congelacion

Foto 10. Congelacion de embriones
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Foto 11. Proceso de congelacién

Foto 12. Almacenaje de embriones post congelacion
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Foto 13. Evaluacion de calidad embrionaria post descongelacién

Foto 14. Evaluacion de viabilidad embrionaria post descongelacion.
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Foto 15. Embriones obtenidos para el proceso de congelacién

Foto 16. Embrion de excelente calidad post descongelacion.
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