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RESUMEN

El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la
Estacion Experimental Agraria INIA-CANAAN- AYACUCHO, ubicado en el Andrés
Avelino Caceres, Provincia de Huamanga, Departamento de Ayacucho, el objetivo fue
evaluar la calidad de embriones producidos a partir de la fertilizacion in vitro en alpacas
(Vicugna pacos). Los ovarios fueron recolectados del Camal Municipal de Pilpichaca y
trasladados en solucion fisiolégica al 0.9% mas antibiotico (gentamicina) 1 ml/1L de
Solucidn a una temperatura de 37°C. Una vez llegado al laboratorio se realiz6 la aspiracion
recuperando 1137 ovocitos de un total de 370 ovarios, equivalente a un promedio de 7.2
ovocitos /alpaca. Luego se realizd la seleccion de los ovocitos de categoria | y 1l y la
maduracion in vitro por un tiempo de 32 horas a una temperatura 38.5°C en una atmosfera
de 5% de CO2, 5% de Oz y 90 % de humedad, pasada esta hora se realizd la fertilizacion in
vitro con semen recuperado de epididimo de alpacas post morten, los cuales fueron
capacitados y seleccionados por dos métodos, gradiente de Percoll y Swim up. Obteniendo
un promedio de ovocitos a la fertilizacion de 97.72 + 2.86 y 96.00 * 2.27 respectivamente,
el tiempo para la fertilizacion fue de 18 horas en promedio a una temperatura 38.5°C en una
atmosfera de 5% de CO-, 5% de O y 90 % de humedad transcurrido este tiempo los presuntos
cigotos fueron lavados y transferidos al medio de cultivo e incubados por 7 dias a 38.5°C en
una atmasfera de aire estéril con 5% de CO2, 5% de O2 y 90 % de humedad. En los resultados
obtenidos se observa que el porcentaje de moérulas utilizando el método Percoll las calidades:
excelente, buena, mediana y mala fueron: 21.88, 51.56, 20.31 y 6.25% respectivamente, el
porcentaje de mdrulas utilizando el método Swim up las calidades de excelente, buena,
mediana y mala fueron de 27.27, 56.82, 9.09 y 6.82% respectivamente. El porcentaje de
blatocistos obtenidos utilizando Percoll las calidades: Excelente, buena, mediana y mala
fueron: 34.64, 36.36, 18.18 y 6.82% respectivamente, el porcentaje de blastocistos utilizando
Swim up las calidades: excelente, buena, mediana y mala fueron de 25.00, 66.67, 8.33 y
0.00% respectivamente. La calidad de embriones producidos por fertilizacion in vitro fueron
de excelente, buena, mediana, mala e intransferible: 5,35; 9,53; 3.02; 1,16 y 80, 93%
respectivamente. Se concluye que por medio de la fertilizacion in vitro en alpacas se puede
obtener embriones de excelente, buena y mediana calidad.

Palabras claves: FIV, Embriones, Percoll, Swim up, Morula, Blastocisto.



INTRODUCCION

La alpaca (vicugna pacos) constituye un recurso genético de gran importancia social,
econOmica, cultural y cientifica para el Perd y en algunas zonas como en la region de
Ayacucho, estas se localizan entre los 4000 y 4800 msnm. En el Peru, los camélidos
sudamericanos probablemente constituyen el Unico medio de utilizacion productiva de las
extensas areas de pastos naturales de zonas alto andinas donde no es posible la agricultura ni
la crianza econdmica de otras especies de animales domésticos. Estos animales convierten
con inusual eficiencia, los pastos pobres de estas alturas en productos de alta calidad como
son la fibra y la carne.

En la Region de Ayacucho los alpaqueros de las comunidades campesinas requieren mejorar
la calidad genética de sus animales con el objetivo de incrementar los indices de
productividad de fibra y de carne, de alli su demanda en contar con alternativas tecnoldgicas
en biotecnologia reproductiva para hacer de su crianza una actividad competitiva y rentable,
para ello la fertilizacion in vitro podria apoyar con el avance en el mejoramiento genético
del sector alpaquero.

La Fertilizacion in vitro (FIV) es una metodologia realizada en laboratorio, donde el ovocito
maduro se expone a espermatozoides previamente capacitados para que se produzca la
fecundacidon proporcionando las condiciones Optimas que simulen lo que ocurre de forma
natural. La FIV tiene como propo6sito producir embriones, llevarlos a estadios avanzados
para posteriormente ser clasificadas, evaluadas y transferidos a una hembra receptora
(Quintana y col., 2012).

Esta técnica de fertilizacion in vitro involucra cuatro procesos, la obtencion de ovocitos,
maduracion in vitro, fertilizacion in vitro y cultivo in vitro de cigotos para su posterior
desarrollo.

De acuerdo a las normas del IETS “Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones”
el cédigo para clasificar la calidad embrionaria esta basada en la integridad morfolégica de
los embriones, ya que embriones de calidad excelente y buena pueden ser utilizadas para la

transferencia de embriones.



Por tanto el objetivo del presente trabajo fue:
» Evaluar la calidad de embriones producidos a partir de la fertilizacion in vitro en

alpacas (Vicugna pacos).

Los objetivos especificos fueron:
» Evaluar los ovocitos para el proceso de maduracion en la fertilizacion in vitro a partir
de ovarios procedentes de alpacas beneficiadas en camal.
» Evaluar y clasificar los embriones producidos por fertilizacion in vitro a partir de
ovarios procedentes de alpacas beneficiadas en camal.
» Evaluar la calidad de embriones por dos métodos de capacitacion de espermatozoides

en la fertilizacion in vitro en alpacas



CAPITULO |

REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1. Antecedentes
En Camélidos existe escasa informacion referida a la coleccion de ovocitos de ovarios de
alpacas beneficiadas y madurados in vitro. Un estudio realizado con ovocitos obtenidos de
ovarios de camal y madurados a 38 °C y 5 % de CO, en los que se utilizaron medios de
maduracion de uso en bovinos, reporta una alta tasa de ovocitos en MII. (62 %) a las 32 horas
de incubacion (Del Campo y Col., 1992).
En Perq, también existen reportes sobre fecundacion in vitro en alpacas (Gamarra y Col.,
2008, Mendoza y Col., 2008).
La obtencion de ovocitos puede ser realizada de ovarios procedentes de alpacas beneficiadas
en camal o por aspiracion trans-vaginal. En el primer caso, los camales no siempre se
encuentran cerca a los laboratorio, por lo que en una primera fase se evaluaron las diferencias
en la calidad de ovocitos obtenidos de ovarios de alpacas y transportados desde el matadero,
bajo dos diferentes temperaturas (4° y 35 ° C), los resultados sugieren una mejor calidad de
los ovocitos procedentes de ovarios transportados a 35 °C, respecto a los 4°C (Huanca y
Col., 2007).
Por otro lado compararon los métodos de gradientes de Percoll y Swim up para la
recuperacion de espermatozoides epididimarios para utilizarlos en la fertilizacion in vitro de
ovocitos de alpacas aspirados de ovarios obtenidos en el camal. Los epididimos fueron
separados de los testiculos y ordefiados sobre Sperm — TALP, posteriormente fueron
centrifugados en Sperm — TALP vy finalmente sometidos a uno de los dos tratamientos
siguientes: centrifugados en una gradiente de Percoll o colocados en la estufa por 45 — 60
minutos en una inclinacion de 45°. Los ovocitos previamente colocados en Fert — TALP
fueron inseminados con una concentracion final aproximada de 2.5 — 3.5 x 10°
espermatozoides/ml. Los resultados que se obtuvieron fueron 36,0% y 43,9% de
3



segmentacion, y 6,3 y 6,9% de blastocisto para Percoll y Swim up respectivamente,
demostrando que es posible utilizar el método de Swim up en la FIV de ovocitos de alpaca
(Mendoza y Col., 2008).

Se congelaron espermatozoides epididimarios previamente diluidos en una solucién de TRIS
— fructuosa con 10% de glicerol. Los pelets conteniendo los espermatozoides fueron
descongelados y centrifugados en una gradiente de Percoll y resuspendidos en medio Fert -
TALP suplementado con penicilamina, hipotaurina, epinefrina y heparina. Los ovocitos
madurados in vitro fueron inseminados con una concentracion de 10 x 10° espermatozoides
de 100 ml de Fer—TALP. Obtuvieron a los 5 dias 8,0% de morulas y blastocistos y a los 7
dias de cultivo embrionario 3 % de blastocistos eclosionados (Gamarra y Col., 2008).
Estudios sobre el efecto de la atmosfera sobre el desarrollo de embriones de alpacas
producidos por fecundacion in vitro. Se utilizaron 400 ovocitos aspirados desde ovarios de
alpacas beneficiadas, los cuales fueron madurados in vitro por 25 horas en medio de
maduracion suplementado con suero fetal bovino (SFB), sulfato de gentamicina, estradiol,
FSH y Piruvato de Na. Finalizado el periodo de maduracion, los ovocitos maduros fueron
colocados en gotas de 50 ul de Fert-TALP suplementado con 3 mg/ml BSA, 10% de sulfato
de gentamicina y 10% de piruvato de Na y fueron fecundados con 10 ul de espermatozoides
epididimarios recuperados por el método de Swin up. Después de 18 horas de fecundacion
los posibles embriones fueron transferidos a gotas de 50 ul de medio de cultivo SOF-IVC
suplementado con 3 mg/ml de BSA. Un grupo de 200 ovocitos fecundados fueron cultivados
en atmosfera de cultivo con 5% de CO: y otro grupo de 200 ovocitos fecundados fueron
cultivados en una atmasfera con 90% N2, 5% COz y 5% O por un periodo de 8 dias. Los
resultados para los embriones cultivados en una atmdsfera con 5% de CO2 fueron: 86.36%,
78,26% y 10,04%; y para los embriones cultivados en una atmosfera con 90% N2, 5% CO>
y 5% O fueron: 91,28%, 86,11% y 11,22% de division, mérula y blastocistos
respectivamente; sin diferencias estadisticas significativas entre ambas atmasferas de cultivo
(Elizabeth H. y Col., 2011).

1.2. Importancia de los camélidos sudamericanos

La poblacion de alpacas en el PerG es de 3 685,5 superando en 50,2% a la encontrada en el
censo agropecuario de 1994. La raza Huacaya concentra el 80,4% de la distribucién, seguida
de la raza Suri con 12,2% y Cruzados con 7,3% (INEI, 2012), 1°300.920 llamas y 188.327

vicufias, el Departamento de Ayacucho tiene una poblacion de 230 910 alpacas, cuyas
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poblaciones estan distribuidas por la region alto andina en altitudes superiores los 4.000
metros sobre el nivel del mar. La crianza de estas especies constituye la actividad principal
de 350.000 familias campesinas de la zona alto andina, ya que, en esta region, la
agricultura es tan solo una actividad complementaria. Sin embargo, estos ganaderos
contintan utilizando sistemas de manejo tradicionales, lo que dificulta la obtencion de
unos resultados productivos competitivos. Asi, a pesar de que el Per( alberga al 80% de la
poblacion mundial de alpacas, la repercusion en la economia peruana de los productos
obtenidos a partir de estos camélidos es muy poco significativa. No obstante, en los
ultimos afos se ha producido un acelerado desarrollo de una industria textil artesanal,
generada por algunas ONGs Yy para satisfacer las demandas del turismo, que crea numerosos

puestos de trabajo al utilizar métodos artesanales para el hilado y tejido (Sumar, 2007).

1.3. Ovulacién en camélidos sudamericanos

Los camélidos, como especies de ovulacion inducida, requieren del estimulo de la cépula
para ovular (San Martin y Col., 1968). Sin embargo, las hormonas (Novoa, 1991) y factores
apropiados como los fisicos, auditivos, olfatorios o visuales, también pueden provocar la
ovulacion. Ademas, segin ha sido determinada recientemente, un factor inductor de
ovulacion (FIO) presente en el plasma seminal de estas especies puede inducir la ovulacion
(Adams, 2005). En camélidos sudamericanos, es la estimulacion producida por el coito y no
el incremento de estrogenos, la que inicia el proceso de descarga de LH (Novoa y Leyva,
1996).

Es asi que las concentraciones de estradiol no varian durante las 18 horas posteriores a la
copula, tienden a declinar a las 22 horas y son significativamente menores alrededor de las
48 horas después de la cépula (Bravo, 1997).

La elevacion de los perfiles de estradiol en las hembras con foliculos mayores a los 7 mm no
parece ser suficiente, por si sola, para estimular la descarga pre ovulatoria de Hormona
Luteinizante (LH) como ocurre en las especies de ovulacidn espontanea, por lo que requiere
de estimulos adicionales como el FIO. Por otro lado la LH permanece elevada en llamas (2,6
+0,6ug/L) inmediatamente después de la monta (Aba et al, 1995); al igual que las
concentraciones de prostaglandina en llamas (709 = 60 pmol/L) y en alpacas (30 pmol /L).
El pico de surgimiento preovulatorio de LH se observo a las 2 horas; hallandose valores

basales 7 horas post-copula (Milligan, 1982).



1.4.  Oogénesis.

El ovario es el 6rgano femenino que tiene como fin dltimo la reproduccion mediante dos
funciones: la endocrina produciendo hormonas que ejercen su accién en este y en otros
organos, y la generacion de células germinales. En la region cortical del ovario se localizan
los foliculos que constituyen la unidad funcional por excelencia del ovario y que se encuentra
en estadio de foliculos primordiales, sin signos aparentes de diferenciacion, o con foliculos
en la fase de reclutamiento o maduracion (Mehlmann y Col., 2002).

Durante el desarrollo fetal las células germinales primordiales del ovario van a sufrir un
proceso de diferenciacion; inicialmente se transforma en ovogonias por sucesivas divisiones
mitoticas, las cuales dan lugar a ovocitos primarios al iniciarse la primera division mitética.
En las hembras, 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 detencion de la
meiosis en el estadio de diploteno de la pro fase | (estadio dictiato). En este momento el
ovocito es rodeado por células granulosas que forman una membrana basal alrededor de las
mismas, generando el comportamiento folicular (Mehlmann y Col., 2002). La primera
parada de la meiosis se mantiene hasta momentos antes de la ovulacion o de la atresia
folicular (Van de Wil y Col., 1983), y es necesario para asegurar que el ovocito disponga de
tiempo suficiente para crecer antes de la fecundacion.

La latencia del ovocito en estadio de diploteno de la proface | se mantiene debido a un
sistema de control multiple en el que estan implicados factores como el AMP ciclico (AMPc)
(Conti y Col., 2002), la hipoxantina y el factor inhibidor de la maduracion de ovocitos, cuya
finalidad es mantener inactivo el factor promotor de la maduracion/meiosis (MPF)
(Kalinowski y Col., 2004).

Los ovocitos en estado latente en la profase I, presenta un nicleo prominente denominado
vesicula germinal (VG) y esta rodeados de una capa de células epiteliales (foliculares) no
proliferativas conocidas como células pre granulosas, que estan implicadas en el crecimiento
folicular y en el mantenimiento de la inhibicion de la meiosis del ovocito. El conjunto de
ovocito primordial y la capa de células de la granulosa forman una unidad funcional
denominada foliculo primordial (Gougeon, 1996). En el momento del nacimiento la mayoria
de los ovocitos han alcanzado este estado y se encuentran formando los foliculos
primordiales, siendo la Unica fuente de gametos femeninos en el animal sexualmente maduro
(Gougeon, 1996).



1.5. Factores importantes para la maduracion in vitro de ovocitos

Para que la maduracion in vitro sea exitosa, el medio en la cual se realizar4 debe proveer
condiciones Optimas para los complejos cumulo. Entre estos factores se cuentan con pH,
atmosfera gaseosa en la incubadora de cultivo, osmolaridad, uso de suplementos proteicos y

hormonas (Freshney, 1987).

1.5.1. pH y ambiente gaseoso:

El pH del medio debe mantenerse cercano al del plasma sanguineo (pH 7,4), de ahi la
importancia del bicarbonato que actla como sustancia buffer y ademas como nutriente
esencial (Palma, 2001). Otro buffer suplementado al medio de cultivo es el Hepes. Se utiliza
en concentraciones entre 10 y 50 mM, en un rango de pH entre el 7,2 -7,8 es un buffer méas
fuerte que el bicarbonato y no requiere de CO2 por lo que su funcién es regulador de pH es
mas efectiva fuera de la incubadora de cultivo (Freshney, 1987). La concentraciéon de CO-
en la atmosfera de la incubadora de cultivo, puede alterar el pH del medio de maduracion: a
menos contenido de COz en el ambiente, el medio se ira haciendo mas alcalino y el color del
medio de maduracién se ira haciendo mas violeta, por lo contrario, si el medio se acidificara
su color se acercaria al amarillo, para un efectivo control visual de las variaciones de pH, se

emplea el rojo fenol adicionado a los medios de cultivo (Palma, 2001).

1.5.2. LaOsmolaridad:

Debe variar entre 275 y 285 miliosmoles (mosm), niveles que son ligeramente inferiores a
los del plasma (290 mosm aproximadamente). Sin embrago esta condicién hipoténica del
medio es para compensar la evaporacion durante la incubacion (Freshney, 1987).

1.5.3. Proteinas:

El suero junto con la albumina bovina, es el complemento organico méas importante de los
medios. En su preparacion se utiliza albimina de suero bovino o suero fetal. La albumina
sérica bovina fraccion V es la mas utilizada por la ventaja de su presentacion en polvo. El
suero mas empleado para su preparacién de medios de maduracion es el suero fetal bovino
en concentraciones de 2% al 10% (Palma, 2001).

La ventaja del uso de sueros en el medio de maduracion, es que éstos aportan, nutrientes
vitaminas, factores de crecimiento, hormonas y compuestos antioxidantes en

concentraciones variables. Aungue existen cultivos celulares que requieren suero, existen



evidencias suficientes, que los ovocitos pueden ser madurados sin la presencia de suero en
el medio (Hoshi, 2003).

1.5.4. Hormonas

La suplementacion de los medios de maduracion con hormonas, se basa en el importante
rol de las gonadotropinas luteinizantes (LH) y foliculo estimulante (FSH), en el desarrollo
folicular y del ovocito in vivo (Palma, 2001). Las gonadotropinas aumentan la capacidad de

desarrollo de ovocitos maduros en medios libres de suero (Saeki y Col., 1995).
1.6. Composicidn del fluido folicular de alpaca en diferentes estadios de desarrollo

El conocimiento de la composicion bioquimica de los liquidos corporales, en especial los del
tracto reproductivo, indicaria las necesidades nutricionales de los gametos, de acuerdo al
lugar donde se encuentran; dichos componentes podrian ser utilizados para la formulacion
de medios de cultivo (Salisbury y Col., 1978). La fisiologia ovarica es particular en los
camélidos, en los cuales se presentan ciclos foliculares de 12 dias en promedio, lo que junto
a la alternancia ovérica, hace que la alpaca hembra se encuentre constantemente receptiva
(Bravo, 1990). La presencia del fluido folicular en muchas especies es importante en la
fisiologia ovarica, pues las concentraciones de proteinas, esteroides, carbohidratos y
mucopolisacaridos no son constantes a través del crecimiento folicular (Gibory y Millar,
1982); la composicion del fluido cambia a medida que crece el foliculo (lllera, 1994).La
composicion quimica del fluido de los foliculos dominantes actta de indicador de la calidad
y estadio de desarrollo del ovocito, mediante la presencia de sustancias del metabolismo
celular; provee indicaciones de requerimientos celulares y puede ser usada como una guia

en la formulacion de medios condicionados de cultivo celular (Gerard y Col., 2002).
1.7. Obtencidn de ovarios

Se consigue de alpacas sacrificadas en camales. Todos los autores estan de acuerdo en que
la obtencion debe realizarse inmediatamente después de la muerte del animal, siendo habitual
hacerlo dentro de los 30 minutos siguientes al sacrificio (Ruiz y Col., 2007; Mendoza y Col.,
2008; Gamarra y Col., 2008; Fernandez y Esteban, 2009; Ruiz., 2009).

El transporte se hace en soluciones salinas fisioldgicas (SSF) o buffer fosfato salinas (PBS)
con antibiético (Rato y Col., 2005; Huanca y Col., 2007).



1.8. Recuperacion de complejos ovocito camulo (COCs)

Distintas metodologias se han evaluado para la recuperacion de complejos ovocitocimulus
(COCs) en camélidos sudamericanos. Ovarios de alpacas y llamas obtenidos de hembras
beneficiadas en el camal son una fuente adecuada para la recuperacion de COCs, facilitando
una gran disponibilidad de ovocitos para la investigacion en la estandarizacion de protocolos
de maduracion y/o fertilizacion in vitro, y para su utilizacién como receptoras de ndcleos de
células donadoras en un programa de transferencia nuclear (clonacion). De este modo
lograron recuperar 27 COCs por llama, desmenuzando los ovarios con ayuda de un hoja de
afeitar descartando 26% de los 1324 COCs recuperados (Del Campo y Col., 1994).
También se han recuperado COCs de llama (Del campo y Col., 1992), puncionando foliculos
de ovarios (previamente lavados en una solucion salina al 0,9%) con ayuda de una jeringa
manual, con esta metodologia (Del campo y Col.,1992) recuperaron 6.4 ovocitos por llama
y (Ratto y Col, 2005) 2,2 COCs/ovario con 95% (308/324) seleccionados como aptos para
el cultivo in vitro en medio de maduracion utilizando ovarios de animales beneficiados, los
foliculos se aspiraron con agujas 21G y jeringa estéril de 5 cc, recuperaron 2.2 COCs/ovario
de llama y 3,5 COCs/ovario de alpaca con 66% y 69% COCs de llama y alpaca
respectivamente seleccionados como aptos para la maduracién in vitro (Ruiz, 2009). Los
COC’sse clasificaran como:
v" Viables (calidad | y II)
v No viables (calidad Il y IV), para los procesos de maduracion y fecundacioén in
vitro. La clasificacion de ovocitos de alpaca y COCs de bovinos se muestran en el
(Anexo 02, cuadro 11, 12 Gréfico N° 06).

1.9. Maduracion in vitro

Los COCs recuperados requieren de un proceso de maduracion 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. En este proceso se reactiva la division miética, desde el estado de
diploteno de la profase I de la primera division hasta alcanzar la metafase Il de la segunda
division meidtica, momento en que el ovocito ovula de forma natural. El ovocito se mantiene
en este estado hasta que es fecundado por un espermatozoide o activado artificialmente para

producir embriones por partenogénesis, por inyeccion intracitoplasmatica de



espermatozoides (ICSI). Para la maduracion in vitro de ovocitos, se utilizan medios de
cultivo clasificados en medios simples y medios complejos (Gordon, 1994).

Un medio simple es aquél que contiene una solucidn salina fisiologica bufferada usualmente
con bicarbonato y adicionada de piruvato, lactato y glucosa. Un medio de maduracion
complejo contiene, ademas de los constituyentes de un medio simple, aminoacidos,
vitaminas, purinas y otras sustancias encontradas asociadas al suero. En bovinos el medio
tradicional y exitosamente usado es el Tissue Culture Médium 199 (TCM 199) medio
complejo, compuesto por sales Earles con Hepes y bicarbonato, como estabilizadores de pH
y suplementado con piruvato, lactato y vitaminas aminoacidos, purinas y proteinas como
suero fetal bovino o albdmina sérica bovina (Rath, 2001). In vivo, la maduracion de COCs
de alpaca y Ilama se ha estimado calculando el tiempo que transcurre desde la copula hasta
la ovulacion. Asi, en alpacas el tiempo minimo de ovulacién fue estimado 26 horas después
de la monta natural y 24 horas después del tratamiento con hCG (San Martin y Col., 1968).
Los procedimientos de maduracion in vitro permiten obtener ovocitos maduros sin la
necesidad de recurrir a la estimulacion ovarica con gonadotrofinas. Esta técnica implica la
extraccion de los complejos cimulo-ovocito de los foliculos antrales y su posterior cultivo
hasta que alcanzan la metafase Il. Cuando las condiciones de cultivo utilizadas durante esta
etapa son muy desfavorables se alteran tanto la maduracién nuclear como la citoplasmica, lo
que impide que se produzca la fecundacion. Sin embargo, cuando el sistema empleado tiene
pequefas 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. (San Martin y Col., 1968).

En la mayor parte de las especies analizadas, se ha comprobado que los ovocitos madurados
in vitro tienen menor competencia para el desarrollo que los madurados in vivo (Farin y Col,
2001; Yang y Col, 2001; Combelles y Col., 2002).

Este hallazgo puede ser facilmente explicado por las grandes diferencias existentes entre
ambos procesos. Cuando se realiza la maduracién in vitro los CCO se obtienen a partir de
foliculos antrales con un diametro de 4 a 8 mm, por lo que los ovocitos no han completado
la etapa final de maduracion intrafolicular y por tanto no han adquirido su plena competencia
para el desarrollo. Ademas, el reinicio espontaneo de la meiosis, como respuesta de la
extraccion de los ovocitos de su ambiente folicular, supone la activacion de sistemas de
control diferentes a los que intervienen tras la descarga preovulatoria de LH (Gilchrist y
Thompson, 2007).
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Durante la maduracion in vivo los ovocitos permanecen de 4 a 5 dias en el interior de un
foliculo antral, que es el tiempo que tarda en incrementarse el diametro folicular desde los 4
alos 15 mm. Por el contrario, los ovocitos utilizados para la maduracion in vitro se obtienen
a partir de foliculos de 4 a 8 mm, lo que determina que no se haya completado esta
maduracion final. Este hecho repercute en el porcentaje de blastocistos obtenidos in vitro
(Lonergany Col., 2003). Asi, se ha comprobado que los ovocitos procedentes de los foliculos
de mayor tamafio (>6 mm), tienen mas probabilidades de producir blastocistos, que los
obtenidos de foliculos de menores dimensiones (lwata y Col., 2004).

Tal y como hemos sefialado previamente, la maduracién del ovocito es un proceso largo y
complejo que comprende la maduracion nuclear, citoplasmica y molecular. Estos procesos
pueden producirse de manera independiente, pero solamente permitiran la adquisicion de la
competencia para el desarrollo cuando se desarrollen de manera sincronizada.

En la mayor parte de los mamiferos el ovocito de se encuentra en metafase Il en el momento
de la ovulacion, situacion en la que permanecera hasta la entrada del espermatozoide o la
activacion partenogenética (segundo blogueo de la meiosis). El bloqueo en metafase Il es
consecuencia de la actuacion de un factor citostatico (CSF) (Masui, 1990).

Cuando el espermatozoide penetra en el citoplasma del ovocito se completa la segunda
divisién meiotica y se produce la expulsién del segundo corpasculo polar (Anderson, 1991).

1.9.1. Expansion del camulo celular

Criterio de expansién del camulo es el siguiente
-Expansion nula. No existe expansion adecuada del cumulo
1. Pequefia expansion de aproximadamente un diametro del oocito
2. Expansion apreciable, de unos dos diametros del oocito
3. Expansion méxima, de méas de tres didmetros del oocito, e incluso de las células

de la corona radiada
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Gréfico N° 01: Valoracion de expansion del camulo (Whittingham, 1979).

1.9.2. Condiciones medioambientales para la maduracion in vitro de los ovocitos

A efectos de optimizar la maduracion in vitro, es importante proveer al ovocito del medio
ambiente adecuado que le permita generar los procesos biol6gicos necesarios (temperatura,
presién osmdatica, pH y atmdsfera del incubador) para completar la maduracion nuclear y
citoplasmatica (Mochizuki y Col., 1991; Rose y Bavister, 1992).

La temperatura mas adecuada para el cultivo in vitro de los ovocitos bovinos es de 39°C
(Lenz y Col., 1983; Leibfried-Rutledge y Col., 1989; Rose y Bavister, 1992).

Lenz y Col. (1983) informan que las temperaturas comprendidas entre 37°C y 41°C no
perjudican con el proceso de maduracion in vitro de los ovocitos. Del mismo modo, un
estudio realizado por Shiy Cols. (1998) donde la temperatura de cultivo in vitro de ovocitos
es modificada entre valores de 37°C y 38.5°C, estos autores observan que los cambios
térmicos no producen efectos adversos durante la maduracion in vitro de los ovocitos y el
posterior desarrollo embrionario. Sin embargo, los cultivos in vitro de ovocitos realizados
5°C por debajo de las temperaturas antes mencionadas, no han llevado a buen término la
maduracion de los ovocitos (Katska y Smorag, 1985).

La presion osmotica que deben tener los medios de maduracion de ovocitos, oscila
idealmente entre 265 y 325 mOsM. Los medios generalmente utilizados tienen
osmolaridades cuyos valores oscilan entre 285 y 295 mOsM (Sato y Col., 1977; Del Campo

y Col., 1992).
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Diversos autores han establecido que el pH déptimo en el medio de maduracién debe
mantenerse entre 7.2 'y 7.4 (Shea y Col., 1976; Sato y Col., 1977; Fukui y Sakuma, 1980).
El control del pH en el medio de maduracion se realiza gracias a la concentracién de CO2 en
la atmosfera del incubador, bicarbonato de sodio en el medio, u otro tipo de sustancias
tampon adicionadas al medio de cultivo como las sales de Hepes (Lu Col., 1987). La
composicion de la atmdsfera gaseosa en el incubador, se considera importante, en el control
del pH intra y extracelular y por ende las funciones metabolicas de las células en cultivo
(Bavister, 1987). Por ello habitualmente se emplean mezclas de gases a diferentes
concentraciones 5% de CO2 en el aire, 0 bien, 5% CO2, 5% Oz y 90% N2 (Fukui y Col.,
1982; Lu y Col., 1987; Younis y Col., 1989).

1.10. Preparacién espermética para fecundacion in vitro

Para lograr la fecundacion in vitro es necesario una preparacién previa de los
espermatozoides y de los ovocitos, y posteriormente cultivar conjuntamente ambos gametos

en unas condiciones apropiadas para que se mantenga su actividad metabolica.

1.10.1. Preparacion de los espermatozoides.

Las técnicas mas empleadas para la seleccién de los espermatozoides, en la actualidad, son
el “Swim-up” (Parrish y Col., 1986) y la centrifugacion a través de un gradiente discontinuo
de Percoll (Saeki y Col., 1995).

La centrifugacién en gradiente de Percoll se realiza con mayor rapidez y permite recuperar
un mayor numero de espermatozoides (Avery y Greve, 1995).

Los espermatozoides son separados en funcion de su densidad. Asi, los espermatozoides
cuya morfologia nuclear es normal son los mas densos, por lo que se depositan en la fraccion
mas rica en Percoll (Iritani, 1991), mientras que los espermatozoides muertos o degenerados,
el plasma seminal y el diluyente permanecen en la fraccion menos densa (Avery y Greve,
1995).No encontrando diferencias significativas con respecto a los porcentajes de zigotos
divididos cuando compararon los resultados obtenidos utilizando espermatozoides separados
mediante ambos procedimientos (Iritani, 1991).

Antes de que los espermatozoides sean capaces de fecundar a los ovocitos deben
experimentar un proceso de preparacion conocido con el nombre de capacitacion. Cuando
se determin0 la composicion de las secreciones oviductales, se comprobé un elevado
contenido en glucosaminoglicanos (Lee y Col, 1984), cuyo papel es determinante en la

capacitacion espermatica y en la reaccion acrosomica (Parrish y Col., 1986). Ademas,
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observaron que la heparina se fijaba directamente a las proteinas de superficie de los
espermatozoides facilitando la reaccion acrosémica (Ax y Col., 1987). A partir de este
momento comenzo a emplearse la heparina para inducir la capacitacion espermatica de los
espermatozoides bovinos in vitro. Inicialmente se realizaba una preincubacion de los
espermatozoides en un medio capacitante, antes de incorporarlos al medio de cultivo en el
que se encontraban los ovocitos. Posteriormente, algunos autores (Shi, 1991) observaron que
la incorporacion directa de la heparina al medio de fecundacion permitia incrementar el

porcentaje de ovocitos fecundados y el de blastocistos obtenidos.

CAPACITACION

Cambios en la cabeza Cambios en el flagelo
REACCION ACROSOMICA HIPERACTIVACION

|

PENETRACION DE LA ZONA
PELUCIDA

\

FUSION DEL
> ESPERMATOZOIDE Y EL
OVOCITO

Gréfico N° 02: Secuencia de los principales eventos que sufre el espermatozoide hasta la

fusion con el ovocito. (Whittingham, 1979).

1.10.2. Capacitacion espermatica y reaccion acrosomal

La capacitacion espermatica es la condicién fisiologia que deben cumplir los
espermatozoides para adquirir su capacidad fecundante. Ello se da a través de la remocién
de los factores decapacitantes, derivadas de la vias genitales masculinas y la interaccién de
estas células con los llamados factores capacitantes que se encuentran en al tracto genital
femenino que se desarrolla en el recorrido de la migracion espermatica (Palma, G., 2001).
Basicamente este mecanismo consiste en cambios en la composicion lipoproteica de la
membrana espermatica, aumento en el metabolismo y de la hipermotilidad del
espermatozoide, que involucra un incremento en la motilidad la cual pasa de una motilidad
progresiva rectilinea a un patron de movimientos vigorosos (Palma, G., 2001). EIl proceso

de capacitacion espermatica ocurre en la region istmica del oviducto, los componentes de la
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superficie espermatica son modificados o eliminados por secrecion del aparato reproductor
femenino lo que desestabiliza la bicapa fosfolipidica y permite la activacion acrosomal.

En cuanto a la reaccion acrosomal consiste basicamente en la fusion de la membrana
plasmatica del espermatozoide con la membrana externa del acrosoma seguida de una
vesiculacion extensa sobre el segmento anterior del acrosoma. Tanto la fusidn y vesiculacion
del acrosoma da lugar a la liberacion de la hialuronidasa y acrosina enzimas hidroliticas que
permiten al espermatozoide digerir y formar un pequefio orificio a través del cual penetrara

la zona peldcida (Hafez, 2002).

1.11. Fertilizacion in vitro

La fertilizacion in vitro (FIV) es el procedimiento por medio del cual los ovocitos maduros
son cultivados junto con espermatozoides y de esta forma fecundados, para esto los
espermatozoides deben ser sometidos previamente a un proceso de preparacion in vitro con
el objetivo de iniciar su capacitacion y desencadenar la reaccion acrosomica. La utilizacion
de la fecundacion in vitro en camélidos sudamericanos podria ser una alternativa para el
mejoramiento genético de camélidos domésticos y para la preservacion de los camélidos
silvestres. Sin embargo existen poco reportes de FIV en estas especies (Palma, 2001). En
otro estudio se separaron epididimos de testiculos de llama macho y se obtuvieron
espermatozoides por centrifugacion en gradientes de Percoll, los cuales fueron utilizados
para fecundar ovocitos maduraros in vitro, logrando por primera vez el desarrollo de
embriones producidos por FIV. En éste trabajo recolectaron 1324 COCs de 98 ovarios de
Ilamas beneficiadas permitiéndoles disponer de gran cantidad de ovocitos para realizar
diferentes tratamientos para la FIV, fijar ovocitos para evaluar el estado de maduracién
nuclear y describir el desarrollo embrionario producido después de la FIV (Del Campo y
Col, 1994).
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Gréfico N° 03: Secuencia de eventos basicos de la fecundacion en mamiferos (Whittingham,

1979).

1.11.1. Reconocimiento y fusion de gametos

El espermatozoide tiene que a travesar las barreras presentes en el ovocito entre las que se
encuentra las células del cimulus, la zona pelicida y la membrana plasmatica.

La reaccién acrosomal puede ocurrir antes o después de la fijacion de la cabeza espermatica
a los receptores glucoproteicos en la zona pellcida, pero para la fijacion es esencial que el
gameto tenga el acrosoma intacto. La union de la cabeza del espermatozoide a ZP3 permite
gue ocurra interacciones con otros componentes de la zona, los cuales estimulan la activacion
del acrosoma (Hafez, 2002).
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1.11.2. Medios para la fecundacién

El medio que se utiliza para esta etapa se compone basicamente de un medio stock que puede
ser TALP-Fiv o TL suplementado con piruvato, BSA, gentamicina y la heparina. La heparina
es un glucosaminoglicano e induce la capacitacion espermatica, que finaliza en la reaccion
acrosomal y permite la penetracion del espermatozoide a través de la zona pellcida. En
resumen la heparina se asocia al espermatozoide provocando cambios en su membrana
plasmaética y alterando los sacaridos presentes en su superficie, incrementando los niveles
intracelulares de AMPc y Ca?*, eleva el pH intracelular (Fernandez y Col).

Eliminando de este modo los factores descapacitantes presentes en la membrana plasmatica

del espermatozoide.

1.12. Cultivo de embriones

El cultivo de embriones consiste en proveer al zigoto de adecuada nutricion y ambiente
controlado, manteniendo niveles de CO,, temperatura y humedad previamente definidas
hasta que alcance un estadio de desarrollo que permita su transferencia 0 manipulacion para
el cual fue destinado (Gandolfi y Moor, 1987).

Existe evidencia sobre la particular funcion del oviducto en la provision de compuestos
esenciales para el normal desarrollo del embrion, estos pueden incluir ciertas proteinas
oviductales y factores de crecimiento. Se sabe que el embridn es incapaz de sobrevivir por
si mismo posterior a la fecundacion, sino que se apoya en el aporte nutricional de elementos
somaticos del oviducto y utero (Gandolfi y Moor, 1987). Se piensa que hay ciertas proteinas
especializadas que son secretadas por el oviducto durante el paso del embrién temprano,

estas se unen a la zona pelucida y luego se incorporan al citoplasma embrionario.

1.12.1. Desarrollo embrionario temprano

La segmentacion o division embrionaria, es un proceso después de la fecundacion, los
cigotos experimentan varias divisiones mitdticas, por ello cada célula hija o blastémero
recibe el juego completo de cromosomas, sin aumento de masa celular. Esta secuencia de
duplicaciones continda durante el resto del periodo de segmentacién temprana. Las
segmentaciones iniciales suelen ocurrir simultdneamente en todos los blastomeros, pero la
sincronizacion se pierde inevitablemente y los blastomeros comienzan a dividirse de manera
independiente unos de otros. Una vez que el embrion ha formado 9-16 blastomeros, se
denomina morula (Hafez, 2002).
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La mérula compacta, es visible a los 5 a 6 dias de cultivo, donde el nimero de blastémeros
es de aproximadamente de 32-64. Sus blastémeros estdn unidos y constituyen una masa
compacta que ocupa solo el 60-70% del espacio previtelino. La compactacion es considerada
como uno de los signos de diferenciacion embrionaria, aunque los blastomeros conserven su
capacidad totipotente (Palma, G. 2001).

El blastocisto temprano, es visible a los 7 dias, el nimero de blastdmeros es de 100-200
células. Se caracteriza por el comienzo del transporte de fluido en las células
trofoectodérmicas o trofoblasto y por la formacién de una cavidad Ilamada blastocele en el
interior del embridn, dando la apariencia de un anillo de sello (Palma, G. 2001).

El blastocisto es visible entre el dia 7-8 del cultivo, el nimero de blastomeros es de 100200
células. Existe una marcada diferencia entre las células del trofoblasto, que constituye una
pared que se adosa a la zona pelucida y la masa celular (o disco embrionario) interna y mas
oscura (Palma, G. 2001).

El blastocisto expandidos, visible entre el dia 7-8 del cultivo, con méas de 200 células. El
didmetro aumenta considerablemente, con el consecuente adelgazamiento de la zona
pellcida. La presion creciente del blastocisto en crecimiento provoca la ruptura de la zona
pellcida, a través de la cual comienza su protrusién (Palma, G. 2001).

El blastocisto protruido, visible el dia 8 y 9, con 200 a 800 células, los embriones han
abandonado la zona pellcida. Su forma puede ser esférica, con un blastocele bien definido
o0 colapsado. Los blastocistos protruidos pueden ser igualmente transferidos, sin embargo,
los embriones desprovistos de la zona pelicida son extremadamente fragiles y pegajosos,
razon por la cual se acostumbra a transferir estadios de moérulas tempranas a blastocistos
(Palma, G. 2001).

1.12.2. Estadio de desarrollo embrionario
De acuerdo a las normas de la International Embryo Transfer Society (IETS, 1996). La
clasificacion de los embriones en funcion de su estadio de desarrollo se efectia de manera

numeérica de la siguiente manera:
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1. 1-clula 2 2-céhias 2. 4-células
(1 Dia) (2 Dias) (3 Dias)

2. B-células 2. 16-cdlulas 3 Mc’xda‘temprana
(4 Dias) (5 Dias) (5-6 Dias)

4, Mérula 5. Blastocisto temprano 6. Blastocisto
(7 Dias) (7-8 Dias)

8. Blaslocisio eclosionado

) ——
7. Blasiocisto expancido (9 Dias) 9. Blaslocisto

|8-8 Dias} eciosionado expandic
[8-10 Dias)

Gréfico N° 04: Clasificacion de los embriones segin normas IETS.
El cddigo para el grado de desarrollo es numérico. EI nimero 1 significa un ovocito sin
fecundar o un embridn de una célula. El nimero 2 identifica embriones con 2 a 16 células.
El nimero 3 identifica una moérula temprana, y los nimeros 4 a 9 identifican a los embriones
en estadios posteriores a la compactacion (INTA, 2010).

Cuadro N ° 01: Valoracion morfolégica segun IETS.

CODIGO ESTADO DIAS
1-2 NO FERTILIZADODE 2 A 12 CELULAS 2-4
3 MORULA 5-6
4 MORULA COMPACTA 6-7
5 BLASTOCISTO TEMPRANO 7
6 BLASTOCISTO 7-8
7 BLASTOCISTO EXPANDIDO 8
8 BLASTOCISTO ECLOCIONADO 8-10
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1.13. Calidad embrionaria

De acuerdo a las normas, el cddigo para clasificar la calidad embrionaria basada en la
integridad morfologica de los embriones es de tipo numérico. Los codigos de calidad
embrionaria varian de 1 a 4 (IETS 1996).

1. Excelente.- Masa embrionaria esférica y simétrica, con células (blastomeros)
uniformes en cuanto a tamafo, color y densidad. Las irregularidades deberian ser
relativamente menores, y al menos el 85% del material celular deberia ser una masa
embrionaria intacta y viable. La zona pelucida deberd presentar superficies lisas, sin
superficies concavas, planas o delgadas que pudieran causar adhesion de los embriones al
material utilizado durante las manipulaciones.

2. Bueno.- Irregularidades moderadas en cuanto al aspecto, forma, tamafio, color y
densidad de las células. Al menos el 50% del material celular deber& encontrarse intacto y
corresponderia con una masa embrionaria viable.

3. Regular.- Irregularidades mayores en la forma y tamafio de la masa embrionaria, asi
como en el tamafio, color y densidad de células individuales. Al menos el 25% del material
celular debera encontrarse intacto y corresponderia con una masa embrionaria viable.

4. Malo (muerto o degenerado).- Embrion, ovocito y embriones de 1 célula

degenerados, no viables.

1.14. Medios de cultivo

Para la maduracion in vitro de los ovocitos se utilizan diferentes medios de cultivo (Ham's
F-10 y Ham's F-12, Krebs Ringer Bicarbonato modificado, TCM-199, MEM, Tyrodes.
Todos ellos presentan en su composicion una mezcla de sales inorganicas, vitaminas,
aminoéacidos, glucosa, piruvato de sodio, hipoxantina, y rojo fenol como indicador. En dichos
medios, los componentes varian en diferentes proporciones de sus componentes. A pesar de
la amplia variedad de medios descrita, el mas utilizado es el TCM- 199 (Wright y Bondioli,
1981; Gliedt y Col., 1996).

1.14.1. Suplementacion de los medios de cultivo.

Segun el trabajo realizado esta claramente establecido, que el medio de cultivo empleado
para la maduracion in vitro de los ovocitos influye significativamente en las tasas de

fertilizacion in vitro (Brackett y Zuelke, 1993).
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El medio de maduracion de los ovocitos, es suplementado con suero fetal bovino (SFB),
suero de vaca en celo (SVC) o alblmina sérica bovina (BSA).

Estos elementos, favorecen la expansion de las células del cimulus y la produccion de
diversos factores que promueven el reinicio de la meiosis granulosa (Fukui y Sakuma, 1980;
Fukui y Ono, 1989; Lee y Col., 1996).

Otros suplementos utilizados en diferentes concentraciones, son los factores de crecimiento
(EGF, IGF-I, IGF-1l, TGF-0, TGF-B y activina,). Estos, son elementos que favorecen la
maduracion de los ovocitos y actian como agentes mitogénicos sobre las células de la
granulosa (Lee y Col., 1996).

Como indicamos anteriormente, las hormonas FSH y LH desempefian un papel importante
en los procesos de maduracion in vivo y son utilizadas para la maduracion in vitro. También
se presentan, estrégenos, progesterona y hCG, gue son diferentes suplementos cominmente
utilizados en los medios de cultivo y tienen accion positiva en la maduracién in vitro de
ovocitos (Leibfried y First, 1979; Fukui y Col., 1982; First y Parrish, 1987). En un estudio
realizado se determina la importancia de la adicién al medio de cultivo (TCM-199) de
diferentes concentraciones de hormonas FSH, LH, estrogenos y suplementos como SFB e
insulina. Los resultados obtenidos, demuestran que la adicion de estrogenos favorece las
tasas de maduracion in vitro en comparacion al aporte de FSH, LH o insulina (Stubbings y
Col., 1988).

Sin embargo, la adicion de FSH y LH favorecen las tasas de fertilizacion in vitro. La adicion
de LH y EGF o EGF-I al medio de maduracién, tambiéen favorece el desarrollo de los futuros
embriones (Fukui y Ono, 1989; Harper y Brackett, 1992).

Uno de los mecanismos por los cuales la adicion de la hormona LH a los medios de cultivo,
favorece la tasa de ovocitos madurados in vitro, es el incremento de la energia disponible
para el ovocito en el medio ambiente de cultivo (Brackett y Zuelke, 1993). Compararon la
utilizacion de suplementos SFB y BSA en medio Tyrode's modificado, con 0.2 Mm de
piruvato de sodio y 10 mg/ml de FSH. ElI SFB, como suplemento proteico, fue superior a
BSA tanto en el grado de maduracién alcanzado como en la fertilizacidn (Leibfred-Rutledge
y Col., 1989).

1.14.1.1. Suplementacion con aminoacidos

Normalmente estos sirven como tampones celulares del pH, como “pool” para la sintesis
p p p
proteica y fuente de energia. Mucho de los aminoécidos nutricionales, como la fenilalanina,

tirosina, lisina, valina y treonina son apenas utilizados por las células embrionarias, mientras
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que otros, como la glutamina, son activamente metabolizados y muy utilizados como fuente

energética durante el desarrollo embrionario.

1.14.1.2. Suplementacion con vitaminas

Cumplen un papel importante como coenzimas en el metabolismo de los carbohidratos y de
los aminoé&cidos, igualmente las vitaminas hidrosolubles son necesarias para la expansion
del blastocisto y la salida de la zona pelGcida en los embriones de hdmster y de conejo. La
colina e inositol, incluidas como vitaminas juegan un papel de substrato mas que de

catalizadores (Palasz, A. y De la fuente, 2000).

1.14.1.3. Suplementacion con fuentes energéticas

Las fuentes de energia mas comunes en el medio de cultivo son el lactato, el piruvato y la
glucosa. Estos substratos se han encontrado en el liquido oviductal sus funcion difieren en
los medios de cultivo de las diferentes especies animales y en los diferentes estadios de
desarrollo. En los estadios mas tempranos (embriones de 1 -2 células) se utiliza el piruvato
y/o lactato pero no la glucosa (Palasz, A. y De la fuente, 2000).

Se ha demostrado que durante los primeros estadios, antes de la activacion del genoma
embrionario, los embriones utilizarian perfectamente piruvato, lactato y glutamina como
fuente de energia, aumentando considerablemente la utilizacién de glucosa posteriormente.
Sin embargo, a partir del estadio de 8-16 células, en bovinos y en respuesta de una alta
demanda energética necesaria para la compactacion, formacién y expansion del blastocele

los embriones bovinos utilizan la glucosa como fuente energética (Palma, 2001).

1.14.1.4. Suplementacion proteica

La adicion de suero fetal bovino y de albumina sérica bovina, estos dos compuestos tienen
un papel similar, aunque no del todo conocido ambos estan compuestos de una forma muy
variable, debido a la escasa definicion de sus componentes. El SFB o FCS y el BSA afectan
al pH del medio y actian como quelantes de iones metalicos, contienen factores de
crecimiento y ciertas cantidades variables de hormonas que inciden en la proliferacién y
diferenciacion celular , ademas sirven como agentes activos de superficie (Palasz, y De la
fuente, 2000).
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1.14.2. Medio de cultivo SOF

Se caracteriza por ser un medio con bajos niveles de Na y altos niveles de K, 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 moérulas superficie (Palasz, y
De la fuente, 2000).

Los analisis bioquimicos muestran que el fluido oviductual es un medio complejo constituido
por una sutil mezcla de un exudado de sustancias derivadas del plasma sanguineo, de
productos especificos de secrecion de origen epitelial y de los fluidos foliculares y
peritoneales. La concentracion de los nutrientes en el fluido folicular esta generalmente por
debajo de sus concentraciones en el plasma, lo que indica que el transporte a travées del
oviducto ocurre por difusion. Algunos componentes del fluido oviductual como iones,
albumina, inmunoglobulinas, glucosa y piruvato se consideran que son transferidos de la
sangre, mientras que un numero de proteinas especificas del oviducto son sintetizadas por
las células epiteliales superficiales (Palasz, y De la fuente, 2000).

El fluido oviductal sintético, este medio es una solucion salina relativamente simple que
contiene BSA, piruvato, lacto, glucosa y antibidticos. Su composicion esta basada en la de
las secreciones de las trompas de Fallopio ovinas y su concentracion es muy parecida a la
hallada en el fluido oviductal de oveja. Aunque posteriormente su composicion fue
modificada por (Leibfred-Rutledge y Col. 1989).
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS
2.1.  Lugar de ejecucion
El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Instituto Nacional de Innovacion Agraria
(INIA), Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la Estacion Experimental Agraria
Canaén, ubicado en el Distrito de Andrés Avelino Céceres, Provincia de Huamanga,
Departamento de Ayacucho a una altitud de 2735 msnm y latitud 13° 10°09s, con una
temperatura promedio 12-18°C, precipitacion pluvial de 500 mm, humedad relativa
promedio 40-50% (SENAMHI, 1993).
Las muestras de ovarios y testiculos de alpaca fueron colectados en el Camal Municipal de

Pilpichaca, Provincia de Huaytara, Departamento de Huancavelica ubicado a 4092msnm.

2.2.  Duracion

La parte pre-experimental y experimental tuvo una duracién de 12 meses y se realizo en el
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la Estacion Experimental Agraria Canaéan
Ayacucho.

2.3. Poblacion y Muestra

La poblacién estuvo conformada por todas las alpacas sacrificadas en el Camal Municipal de
Pilpichaca, como muestra se tomé un total de 370 ovarios de manera no probabilistica por
las caracteristicas de las mismas, para cuyo efecto se consideré los criterios:

Oportunidad y cantidad de animales beneficiados.
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2.4. Procedimiento experimental: Se realiz6 de la siguiente manera:

J

Sedimentacion
de ovocitos
(15 min.)

Coleccién ASP'_"GCIOH
: folicular
de ovario Bt
de camal e |
N,
Seleccion
de
ovocitos
’
RLPACA ﬂ

.

- .
Evaluacion
a los 7 dias

Maduracion
de ovocitos
(32h.)

- U,
Cultivo de Fertilizacion
£d cigotos (7 dias) (18h.)

Grafico N° 05: Secuencia de la produccién in vitro.

2.5. Maduracion in vitro
2.5.1. Preparacion de medios

Un dia antes a la obtencidn de ovarios y testiculos se prepararon los medios de manipulacién
que se muestran en el (Anexo N° 02, Cuadro N° 13), el medio de maduracién de ovocitos
(Anexo N° 02, Cuadro 14), y medio de transporte de ovarios (Anexo N° 02, Cuadro N° 12).
Para la preparacion de medio de transporte (solucion salina fisioldgica al 0,9%), se pesaron
0.99g de cloruro de sodio y se diluyd en una probeta de 1000ml de agua destilada, se llevo al
autoclave por 15 minutos para su esterilizacién en una botella de vidrio estéril.

2.5.2. Obtencion de ovarios y testiculos

La recoleccion de los ovarios se realizo de alpacas beneficiadas en el Camal Municipal de
Pilpichaca-Huancavelica, las muestras fueron colectadas inmediatamente una vez realizada la
evisceracion de las alpacas y colocadas a un termo que contiene solucion salina fisiologica
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mas gentamicina 1 ml/ 1 litro de solucion, a una temperatura de 37°C. Los testiculos fueron
colectados una vez realizada el desuello y colocados en papel toalla.

Terminado la coleccion de ovarios y testiculos estos fueron trasladados desde el camal de
Pilpichaca al Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA-CANAAN-
AYACUCHO.

Los ovarios se lavaron dos veces con solucion salina fisiologica (SSF) al 0.9% mas
antibiotico a una temperatura de 37°C, para eliminar la sangre y adherencias, estos se
depositaron en un vaso precipitado de 50 ml con solucion salina fisioldgica y se mantuvieron
atemperados a 37°C en bafio maria hasta finalizar la aspiracién de todo los ovarios.

2.5.3. Recuperacion y seleccidn de ovocitos

Se procedi6 al secado de cada uno de los ovarios con papel toalla para su posterior aspiracion
de foliculos mayores de 3mm y menores de 8mm con aguja N° 21 G, en jeringas de 5 ml, el
liquido folicular aspirado fue depositado en tubo falcon de 15 ml, a 37°C de temperatura,
una vez terminada la aspiracion folicular se esperé 15 minutos para la sedimentacion de los
ovocitos, pasado este tiempo se elimind el sobrenadante obteniéndose de 2 a 3 ml de
precipitado, el cual fue depositado sobre placas Petri que contenian medio de manipulacion
atemperada, las placas Petri fueron demarcadas en cuadriculas para una mejor y rapida
seleccion de los ovocitos.

La seleccion de ovocitos se realiz6 con un estereoscopio incorporado a una platina térmica a
38 ° C, se seleccionaron ovocitos de categoria I, Il descartando aquellos ovocitos que tienen
menos de una capa de células de cimulus u ovocitos con cimulus muy oscuros. El lavado
de los ovocitos fueron 2 veces con medio de manipulacion y por Gltimo en medio de

maduracion para ser depositadas en placas multipocillos (placas multiwell).

2.5.4. Maduracion de ovocitos

Los ovocitos seleccionados fueron depositados en placas multiwell y transportadas a la
incubadora por un tiempo de 32 horas a una temperatura de 38.5°C, 5% O, 5% CO..
Transcurridas las 32 horas de maduracion se observd la expansion de las células de cumulus
que nos indica una buena maduracion, y con una micropipeta se trasladaron los ovocitos
expandidos a otra placa multiwell con medio de fertilizacion.

En el Grafico N° 12, se observa el resumen de flujo de maduracion in vitro de ovocitos de

alpaca.
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2.5.5. Fecundacion in vitro
2.5.5.1. Recuperacion y seleccion de espermatozoides

2.5.5.1.1. Técnica de Percoll para seleccion de espermatozoides

El método de recuperacion espermatozoides por la técnica de Percoll se realizo de la
siguiente manera:

Se depositd 1ml de Percoll al 45% en un tubo eppendorf de 3ml, por las paredes y con mucho
cuidado se adicion6 1 ml de Percoll de 90%, y se enrazo con 1 ml de espermatozoides,
evitando en todo momento que se mezclen, se pudo observar claramente la formacidn de tres
capas.

Se llevo a centrifugar a 1300 rpm x 20 minutos, se elimind el sobrenadante, inmediatamente
se adiciond 1 ml de medio de capacitacion y se volvid a centrifugar a 1000 rpm x 10 minutos,
después se hace el segundo lavado quitando el sobrenadante y agregando 1 ml de medio de
capacitacién a 1000rpm por 10 minuto, se saca el sobrenadante y se sobra 20ul de pellet para
inseminar los ovocitos. En el Gréafico N° 13, se observa el resumen del flujo de fertilizacion

in vitro utilizando el método de Percoll.

2.5.5.1.2. Técnica de Swim up

En un tubo falcon se adiciond los espermatozoides y medio Sp-TALP en las mismas
proporciones de acuerdo a la cantidad de semen.

Se centrifug6 a 1800 rpm por 5 minutos, se descarto el sobrenadante, el pellet se resuspendid
en 2 ml de medio de cultivo Fert-TALP y se volvio a centrifugar a 1800 rpm por 5 minutos,
nuevamente se elimind el sobrenadante y el pellets con ayuda de una micropipeta fueron
depositado con mucho cuidado en la base de un tubo eppendorf que con medio Fer-TALP,
y se llevo a incubacion, colocandose en una posicion de 45° de inclinacion por 30 minutos y
una temperatura de 38.5°C, para que los espermatozoides vivos y mas motiles migren hacia
la superficie, pasado este tiempo se tomd el sobrenadante aproximadamente 5-10 ul para
depositar en cada pocillo con los ovocitos, posteriormente las placas fueron transportadas a
incubacion por un tiempo de 18 horas hasta la respectiva fertilizacion. En el Grafico N° 14,
se observa el resumen flujo de fertilizacidn in vitro utilizando el método de Swim up

3.5.6. Cultivo de embriones

Pasados las 18 horas de fertilizacion se retird la placa multipocillos con los presuntos cigotos
de la incubadora, para luego remover la células de cumulus por pipeteo, se lavaron por 2

veces en medio de manipulacion en una placa de 30mm y por Gltimo en otra placa que
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contiene medio de cultivo (Anexo N° 2, Cuadro N° 16), finalmente fueron depositados en

una placa multipocillo con medio de cultivo y en el centro de la placa multipocillos entre los

pocillos se deposité 2ml agua destilada para mantener la humedad y se llevd a incubacion

por un tiempo de 7 dias. En el Grafico N° 15, se observa el resumen flujo de cultivo in vitro

de ovocitos de alpaca.

2.5.7. Clasificacion de embriones

Transcurrido los 7 dias de cultivo, se evaluaron y clasificaron los embriones siguiendo las

reglas establecidas por la Sociedad Internacional de Transferencia Embrionaria IETS, los

embriones se clasificaron de excelente (1) a intransferible (5).
Cuadro N° 02. Escala de Clasificacion Embrionaria de (ITES, 1998).

Grado Caracteristicas

1 Excelente calidad. No fragmentado, de forma esférica y simétrica, sin
ninguna irregularidad y células completas.

2 Buena calidad. Bordes con algunas irregularidades en el contorno y muy
poco dafio en las células que lo conforman.

3 Mediana calidad. Embrién pequefio con zonas oscuras, contornos
irregulares y con algunas células dafadas.

4 Mala calidad. Embrion colapsado. Muestran areas de degeneracion y
muchas células destruidas.

5 Intransferible. Embriones colapsados muy oscuros o retardados, mérulas

oscuras Yy todos los estadios mas jovenes a mdrula u ovocitos sin
fertilizar.

2.5.8. Disefio estadistico:

Se utilizo la prueba de independencia de Chi Cuadrado cuya formula es la siguiente:
X?=Y (o0i — &i)?/ei(Kaps and Lamberson, 2010)
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Donde:
X2?="Es el chi cuadrado calculado oi = Es la frecuencia observada en la

i-ésima fila, j-ésima columna e; = Es la frecuencia esperada en la

i-ésima fila, j-ésima columna
Se utilizé la prueba t de Student para detectar la existencia de diferencias significativas entre
las medias de las variables cuantitativas para los dos grupos de datos (Percoll y Swin up).
Para el analisis de los datos se ha utilizado el programa estadistico SAS® (SAS 9.2, Institute.
Inc., Cary, NC, USA).
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Promedio de ovocitos recuperados por ovario de la alpaca (Vicugna pacos) La
coleccidn de ovarios y seleccion de ovocitos representan la etapa inicial de este proceso, los
ovarios se colectaron de hembras de diferentes edades y condiciones fisioldgicas, las cuales
fueron obtenidas del Camal Municipal de Pilpichaca, Provincia de Huaytara, Departamento
de Huancavelica, Se recolectaron 370 ovarios del Camal Municipal de Pilpichaca de los
cuales se aspiraron los foliculos mayores de 3mm y menores de 8mm de didmetro
recuperando un total de 1137 ovocitos/ovario haciendo un promedio de 3.6 ovocitos por
ovario los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, indican que el nimero
promedio de ovocitos aspirados por ovario de alpaca fueron: 3.60 = 0.70 (Cuadro N° 3).

Cuadro N° 03. Promedio de ovocitos por ovario de la alpaca (Vicugna pacos)
Ayacucho 2013.
Promedio £ E.E. | Coeficiente de variabilidad, % | Minimo | Maximo

3.60 +0.70 67.38 2.07 10.91

Estos resultados obtenidos se encuentra en un rango superior a lo encontrado por Ruiz y
Col., (2007) quienes reportaron un total de 3,5 COCs/ovario, pero inferior a lo reportado por
Santayana, (2011) que obtuvo 5.04 COCs/ovario y Gamarra y Col., (2008) que obtuvieron
una media de 8.5 ovocitos/ovario de alpaca. Es importante sefialar que esta variabilidad en
la obtencion de los COCs/ovario, se debe muchas veces a la experiencia y habilidad del
operador para aspirar los foliculos, metodologia utilizada en la aspiracién de los ovocitos
(aspiracion con ayuda de una jeringa y diseccion de los ovarios) y las variaciones propias de

cada donante (edad del animal, estado reproductivo).
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Cuadro N° 04. Categorizacion morfoldgica de ovocitos colectados por ovario de
Alpaca (Vicugna pacos) Ayacucho 2013.

CATEGORIAS
N® N° DE
Repeticion| OVARIOS | ovOCITOS|CALIDAD | |CALIDAD 11 |[CALIDAD 11
1 38 145 50 80 15
2 52 120 55 50 15
3 32 103 43 51 9
4 11 120 50 55 15
5 42 87 45 30 12
6 22 £ 37 27 11
7 38 100 53 30 17
8 22 [E 38 26 11
9 28 60 28 25 7
10 40 90 43 33 14
11 20 50 30 15 5
12 25 112 52 48 12
Promedio
+ D.S. |30.83+1156| 94.75:27 | 46.08+893| 41.34+18 | 12.58+3.58

En el cuadro N° 04: Se observa la categorizacion morfol6gica de ovocitos, donde se
obtuvieron 46.08+8.93, 41.34+18 y 12.58+3.58% de ovocitos de categoria I, 11 y Il
respectivamente. Estos resultados son superiores en categoria | e inferiores en categoria 1l
y 1l a lo encontrado por Santayana, (2011), quien reportd 19.75 + 4.10, 49.49 + 4.99, 16.64
+ 1.41% para categoria I, 11, 11 respectivamente. Estos resultados se deben posiblemente a
que los ovarios fueron transportados a una temperatura que oscila entre los 35-38°C, a
diferencia de Santayana, (2011) quien transporté los ovarios a una temperatura (15-18°C),
ya que la temperatura de conservacion durante su traslado influye directamente en la

categoria de los ovocitos recuperados.

3.2. Porcentaje de ovocitos aptos para el proceso de maduracién en alpaca (Vicugna
pacos)
En el presente trabajo de investigacion se seleccionaron los ovocitos de categoria | y I,

representados por ovocitos rodeados completamente por méas de dos capas de celulas de

cumulus asi como la apariencia homogénea y compacta.
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Cuadro N° 05. Porcentaje promedio de ovocitos por ovario aptos para la maduracion
in vitro en alpacas (Vicugna pacos) Ayacucho 2013.

Variable Promedio + Coeficiente de | Minimo | Maximo
D.S. variabilidad, %
Porcentaje de ovocitos parala | 87.32 £2.51 2.87 83.00 91.26
maduracién

Los resultados encontrados en el presente trabajo de investigacion se muestran en el cuadro
N° 5, donde se obtiene un promedio de ovocitos aptos para la maduraciéon in vitro de: 87.32
+ 2.51%, con un coeficiente de variacion de 2.87%. Esto significa que de los 1137 ovocitos
recuperados, se seleccionaron como aptos para el proceso de maduracion 994 ovocitos de
calidad | y Il (Fotografia N° 11y 12). Este resultado es superior a los obtenidos por Ruiz y
Col., (2007), Santayana (2011), quienes reportaron 69% y Gamarra y Col., (2008) quienes
reportaron 81% de ovocitos aptos para la maduracidn; este resultado se debe posiblemente a
la temperatura de transporte, en el presente trabajo fueron transportadas a una temperatura
de 35-38°C a diferencia de los demas autores que transportaron a temperaturas inferiores a
lo mencionado, y a la vez inferior a los 89% obtenidos por Ratto y Col., (2005).

3.3. Porcentaje de ovocitos a la fertilizacion en alpacas (Vicugna pacos)

En el presente trabajo de investigacion se realizo el lavado, la seleccion y capacitacion de
células espermaticas por dos métodos: gradiente de Percoll y Swin up.

Cuadro N° 06. Porcentaje promedio de ovocitos a la fertilizacién, segun tratamiento

Ayacucho 2013.
Meétodos de N° Promedio £ D.S. | Coeficiente de | Minimo | Maximo
capacitacion | Corridas variabilidad, %
PERCOLL 6 93.72 + 2.86° 3.05 88.24 96.04
SWIN UP 6 96.00 + 2.27° 2.36 93.02 98.65

El cuadro N° 06, muestra los resultados obtenidos del porcentaje de ovocitos a la
fertilizacion, segun tratamiento, donde se tuvieron los siguientes resultados: 93.72 + 2.86%
y 96.00 £ 2.27 de ovocitos fertilizados por el método de gradiente de Percoll y Swin up

respectivamente, al realizar el andlisis estadistico se encontro que no hay diferencia
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significativa para ambos metodos de capacitacion de espermatozoides (p>0.05), prueba t-
Student. Estos resultados son superiores en comparacion a lo encontrado por Mendoza y
Col., (2008) quienes reportaron 36% y 43.9% de segmentacion para Percoll y Swin up
respectivamente (embriones de 2-4 células). Estos resultados se deben posiblemente a que
no se tomd en cuenta la aparicion del segundo corpusculo polar para determinar si los
ovocitos fueron fecundados, debido a que no se contaba con colorantes para realizar las
tinciones respectivas.

3.4. Porcentaje de mérulas segun calidad obtenidas por dos métodos de capacitacion
espermatica en alpaca (Vicugna pacos).

Trascurrido los 7 dias de cultivo se procedio a la evaluacion de los embriones (morulas y
blastocistos en diferentes estadios).

Cuadro N° 07. Porcentaje de mdrulas segun calidad Ayacucho 2013.

METODOS DE MORULAS Total de
CAPACITACION morulas
N° | Excelente Buena |Mediana Mala
Ovocitos
PERCOLL N°| 499 14 33 13 4 64
% 21.88 51.56 20.31 6.25 | 100.00
SWIM UP N° 361 12 25 4 3 44
% 27.27 56.82 9.09 6.82 | 100.00

En el cuadro N° 07, se observa el porcentaje de mdrulas segun calidad, por el método de
gradiente de Percoll y Swim Up, donde se obtuvieron las calidades de: excelente, buena,
mediana y mala, estas fueron: 21.88, 51.56, 20.31 y 6.25%, respectivamente, en tanto que el
porcentaje de morulas utilizando el método Swin up las calidades: excelente, buena, mediana
y mala fueron de: 27.27, 56.82, 9.09 y 6.82% respectivamente. Al realizar el analisis
estadistico no existe diferencia estadistica dentro de cada calidad (p>0.05) t de Student, cabe
precisar que no se encontré reportes ni publicaciones acerca de calidad de morulas en alpacas
solo se encontré publicaciones de total de moérulas obtenidas, en el presente trabajo se
encontré 15.80 y 11.54% (Anexo N° 07 Cuadro N° 26) de morulas para los métodos de
capacitacion de gradiente de Percoll y Swim up respectivamente. Estos resultados son
superiores a los encontrados por Gamarra y Col.,(2008) quienes reportaron 8% de mdrulas

utilizando la técnica de gradiente de Percoll, este resultado se debe posiblemente a que
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gamarra y col., trabajo con semen congelado y utilizd suplementos de penicilamina,
hipotahurina, epinfrina y heparina e inferiores a los encontrados por E. Huaméan y Col.,
(2011) quienes reportaron 86% de morulas utilizando una atmosfera de 90% N2, 5% CO.,
5% O y un resultado de 78.26% de morulas utilizando una atmosfera de 5% CO». Estos
resultados son inferiores a los reportados por E. Huaméan y Col., (2011) ya que en el presente
trabajo no se utiliz6 mezcla de gases en el cultivo in vitro de embriones en algunas corridas
debido a la falta del balon con mezcla de gases.

3.5. Porcentaje de blastocistos segun calidades obtenidas por dos métodos de
capacitacion espermatica en alpacas (Vicugna pacos)

El porcentaje total de blastocistos obtenidos por los métodos de capacitacion de células
espermaticas, gradiente de Percoll y Swim up fueron: 8.4 y 3.9% respectivamente, de los
cuales el porcentaje de blastocistos obtenidos segun calidad se muestran en el siguiente
cuadro para ambos métodos.

Cuadro N° 08. Porcentaje de Blastocistos segun calidad en alpaca (Vicugna pacos)

Ayacucho 2013.
METODO DE BLASTOCISTO Total de
CAPACITACION i blastocistos
N° Excelente Buena | Mediana| Mala
Ovocitos
PERCOLL 499 17 16 8 3 44
% 38.64 36.36 18.18 6.82 100.00
SWIM UP 361 3 8 1 0 12
% 25.00 66.67 8.33 0.00 100.00

Utilizando el método de gradiente de Percoll las calidades: excelente, buena, mediana y mala
fueron: 38.64, 36.36, 18.18 y 6.82% respectivamente, y para el método de Swim up, las
calidades: excelente, buena, mediana y mala fueron de: 25.00, 66.67, 8.33 y 0.00%
respectivamente (Cuadro N° 08). El analisis estadistico nos indica que estos porcentajes
dentro de cada calidad son similares (p>0.05) para prueba t de Student.

Cabe mencionar que no se encontrd reportes ni publicaciones acerca de calidad de
blastocistos en alpacas solo se encontrd reportes de la obtencion de blastocistos por dos
métodos de capacitacion de espermatozoides, en el presente trabajo se obtuvo : 8.4 y 3.9%
de blastocistos para el método de Percoll y Swim up respectivamente Estos resultados son
superiores en el método de gradiente de Percoll, e inferiores a Swin up a los reportados por
Mendoza y Col., (2008), quienes encontraron 6.3% y 6.9% para Percoll y Swim up

respectivamente, estos resultados se debe posiblemente mayor en gradiente de Percoll a que
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en el presente trabajo se utilizd medio de capacitacion a diferencia de Mendoza y col., que
solo utilizo medio Sper-TALP y Fer-TALP ya que el medio de capacitacion influye en la
fertizacion in vitro de ovocitos, e inferior al método de capacitacion de Swim up debido a
que en el presente trabajo los espermatozoides fueron refrigerados por 32 horas el cual
repercute en la vitalidad y motilidad de los espermatozoides, sin embargo Ruiz y Col.,
(2007) reportaron 7.3 y 6.8% de blastocistos para gradiente de Percoll y Swin up
respectivamente, el porcentaje de blastocistos por el método de Percoll no muestran
diferencia significativa a lo encontrado con el presente trabajo de investigacion, ya que en
ambos casos se obtienen mayor porcentaje de blastocistos por el método de gradiente de
Percoll.

Cuadro N° 09. Numero y porcentaje de morulas y blastocistos, segun calidad Ayacucho
2013.

Excelente Buena Mediana Mala |TOTAL

MORULAS 26 58 17 7 108
% 24.07 53.70 15.74 6.48 | 100.00
BLASTOCISTO 20 24 9 3 56
% 35.71 42.86 16.07 5.36 | 100.00

TOTAL 46 82 26 10 164

% 28.05 50.00 15.85 6.10 | 100.00

En el cuadro N° 09: Se observa el porcentaje total de mérulas y blastocistos obtenidos segin
calidad: Excelente, buena, mediana y mala fueron: para moérulas: 24.07, 53.70, 15.74 'y 6.48%
y para blastocistos: 35.71, 42.86, 16.07 y 5.36% respectivamente. El andlisis estadistico nos
indica que estos porcentajes de mérulas y blastocistos dentro de cada calidad son similares
(p=0.05). No se encontr6 reportes sobre calidad de moérulas y blastocistos, en el cuadro N°
09 se puede observar que la calidad buena es superior tanto en mérulas como blastocistos
respecto a las calidades excelente, mediana y mala

Cuadro N° 10. Porcentaje total de embriones obtenidos segun calidad Ayacucho 2013.
NUMERO y
%

DE
EMBRIONES| EXCELENTE| BUENA| MEDIANA| MALA| INTRANSF| TOTAL

N 46 82 26 10 696 860

% 5.35 9.53 3.02 1.16 80.93 100.00
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En el cuadro N° 10, se observa el porcentaje total de embriones obtenidos segun calidad:
excelente, buena, mediana, mala e intransferible las cuales fueron: 5.35, 9.53, 3.02 1.16 y
80.93% respectivamente.

No se encontrd reportes ni publicaciones sobre trabajos de calidad de embriones en alpacas,
los resultados obtenidos en el cuadro N° 10, sobre el porcentaje total de embriones segun
calidad se observa que la calidad de embriones de excelente, buena, mediana y mala son
inferiores respecto a los intransferibles, estos resultados pudieron haberse a causas tales
como: la interrupcion eléctrica, variacion en la atmosfera de la incubadora en el momento
de abrir y cerrar la incubadora, contaminacion de algunos medios, poca disposicion de
espermatozoides para la fertilizacion, entre otros, los cuales repercuten en que se incremente
los porcentajes de ovocitos sin fertilizar, inhibicion el desarrollo embrionario vy
contaminacion de algunos pocillos con medio de cultivo, estos factores hacen que incremente
los porcentaje de embriones intransferibles.

Cabe mencionar que diversos trabajos realizados sobre fertilizacion in vitro en camélidos
sudamericanos con ovarios obtenidos de animales beneficiados en camales no muestran
reportes de la calidades de embriones obtenidos, sélo se reportan el porcentaje de embriones
(blastocisto) obtenidos.

De todos estos resultados se puede concluir que por medio de la fertilizacion in vitro en
alpacas se puede obtener embriones de excelente, buena, regular y mala calidad ya que

embriones de calidad excelente, buena y regular pueden ser transferidas a receptoras.
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IV. CONCLUSIONES

1. La evaluacién y seleccidn de ovocitos obtenidos por puncién folicular de ovarios
procedentes de camal influye en el proceso de la maduracion y la capacidad de
desarrollo embrionario post fertilizacion in vitro en alpacas.

2. Con la fertilizacion in vitro de ovocitos colectados a partir de ovarios de alpacas
beneficiadas se obtuvieron embriones de excelente y buena calidad, las cuales sirven
para la transferencia de embriones.

3. Los métodos de seleccion y capacitacion de los espermatozoides no influyen en la

calidad de embriones obtenidos a partir de la fertilizacion in vitro en alpacas.
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V. RECOMENDACIONES

Continuar con estos trabajos de investigacion con el objetivo de estandarizar
protocolos de fertilizacion in vitro en alpacas que nos ayuden a obtener mayor
porcentaje de embriones y de buena calidad.

En la preparacion de los medios de maduracion, fertilizacion y cultivo in vitro se
debe tener mucho cuidado con la contaminacion ya que esto influyen mucho en
proceso de desarrollo de los embriones.

En la preparacion de los medios de fertilizacion y cultivo se deben tener en cuenta el
valor del pH, pues un desequilibrio de este involucra negativamente en el desarrollo
celular y embrionario

Para los trabajos posteriores se debe tener en cuenta de contar con un motor debido
a la interrupcidn del fluido eléctrico, ya que la ausencia de este por mas de una hora

influye en el desarrollo celular y embrionario.
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VIil. ANEXO

Fotografia N° 01: Camal Municipal de Pilpichaca- Huancavelica (Lugar de recoleccion

de muestras (Ovarios y testiculos).

CAMA ALPAQUERC. REGIONAL
= BILPICHACA —-HUANCA\IEL!(.,A f
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Fotografia N° 4: Materiales (Termo para mantener la temperaturay transporte de

ovarios de alpaca (Vicugna pacos)

Fotografia N° 07 y 08: Deposicion de liquido folicular aspirado al tubo falcon de 15ml

el cual esta en bafio maria, seleccion de ovocitos en el estereoscopio

Tubo Falcén
de 15¢cc

Placa Petri
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Fotografia N° 09 y 10: Colocacion de los ovocitos seleccionados en la placa
multipocillos

Placa
multipocillo

Qvocito
Categoria |l con
varias capas
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Fotografia N° 14 y 15: Ovocitos maduros con células de camulo expandidos

Anexo 01: Clasificacion de los ovocitos
Cuadro N° 11. Clasificacion de ovocitos de Alpacas (Ratto, 2005)

Categoria Caracteristicas por categoria
COCs con 5 0 més capas compactas de células del cimulus y con citoplasma
1 homogéneo.
COCs con 2-4 capas compactas de células del cimulus y citoplasma
2 homogéneo.
1 capa 0 menos de células de la granulosa o parcialmente desnuda y/o
3 citoplasma vacuola
4 Ovaocito desnudo y/o citoplasma granular.
Cuadro N° 12. Clasificacion de CCOs de Bovinos (E. Mellisho, 2010)
Categoria | Calidad Caracteristicas evaluadas
Completamente rodeados por > 3 capas células del
I Bueno cumulus con citoplasma homogéneo, eventualmente
granulado
Ovocitos rodeados con < 3 capas de células del cimulus y
I Regular citoplasma generalmente homogéneo
Oovocitos denudados y citoplasma con apariencia irregular
i Malo CON ZoNnas oscuras
Ovocitos con  cumulus expandido  y/o
v Degenerado citoplasma irregular.
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Grafico N° 06: Clasificacion de ovocitos

CALIDAD

CALIDAD

v

Anexo N° 02: Medios utilizados en la fertilizacion in vitro
Cuadro N° 13: Preparacion de la solucion salina fisiologica 0.9% para 1Litro

NaCl 9g
Agua destilada 1000ml
Gentamicina iml

Cuadro N° 14: Medio de Manipulacion

Ingredientes 100ml
TCM-HEPES 90ml
SFB 10ml
Gentamicina 100ul

Cuadro N° 15: Medio de Maduracion

Ingredientes 10ml
TCM-199 9ml
SFB iml
Piruvato 60ul
FSH-LH 50ul
Glutamina 20ul
Estradiol 10ul
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Gentamicina

10ul

Cuadro N° 16: Medio de Fertilizacion

Ingredientes 10ml
TALP-FIV (BASE) 10ml
Piruvato 100ul
Heparina 100ul
Gentamicina 10ul

BSA-FAF 30mg

Cuadro N° 17: Medio cultivo SOF

Ingredientes 100ml
SOF- BASE 100ml
Piruvato 400ul
Glutamina 200ul
Aminoacidos esenciales 2000ul
Aminoacidos no esenciales 1000ul
Acido citrico 100ul
Myoinositol 1000ul
SFB 2000ul
Gentamicina 100ul
BSA-FAF 0,39

Anexo N° 3: SOLUCIONES STOCK NECESARIAS PARA LA PREPARACION

DE LOS DIFERENTES MEDIOS

Cuadro N° 18: Glutamina

Glutamina 0,146 g

Agua miliQ 10 ml

Separar en alicuotas de 20 y 200 ul y congelar a 4°C.

Cuadro N° 19: Piruvato

Piruvato 0,119

Agua miliQ 10 ml

Separar en alicuotas de 110 ul y congelar a 4°C.

Cuadro N° 20: Myoinositol

Myoinositol 500 mg

Agua miliQ 10 ml

Separar en alicuotas de 1ml y congelar a 4°C.

Cuadro N° 21: Fb-Estradiol

FB-Estradiol 222 mg

Agua miliQ 10 ml
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| Separar en alicuotas de 30 ul y congelar a 4°C. \

Cuadro N° 22: Acido Citrico

Acidocitrico

lg

Agua miliQ

10 mi

Separar en alicuotas de 100 ul y congelar a 4°C.

Cuadro N° 23: FSH-LH

FSH 0,5mg
LH 0,5mg
TCM-199 iml
Separar en alicuotas de 20ul y congelar a 4°C.

Cuadro N° 24: Aceite Mineral

Solucioén salina

150ml

Aceite mineral

350ml

indefinidamente.

Agitar la mezcla y dejarlo en la incubadora

Grafico N° 07: Categorizacion morfologica de ovocitos colectados de alpaca (Vicugna
pacos) Camal Municipal de Pilpichaca.

46.08%

Porcentaje

12.58%

“ CALIDAD| M CALIDAD Il " CALIDAD III

Calidad
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Gréfico N° 08: Porcentaje promedio de morulas obtenidas segun calidad con dos

métodos de capacitacion espermatica ( Percoll y Swim up)

PORCENTAIJE

27.271%

56.82%

20.31%

6.82%

EXCELENTE

BUENA MEDIANA
CALIDADES

MALA

® PERCOLL %
B SWIM UP %

Grafico N° 09: Porcentaje promedio de blastocistos segun calidad
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¥ PERCOLL
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Gréfico N° 10: Porcentaje total de morulas y blastocistos segun calidad de

alpaca (Vicugna pacos)
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Grafico N° 11: Porcentaje total de embriones segun calidad
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Anexo N° 04: Resumen del flujo de la produccion in vitro de embriones.
Gréfico N° 12: Flujo de maduracion in vitro de ovocitos en alpaca

Coleccion de ovarios del camal de Pilpichaca-Huancavelica y
transporte en solucidn salina fisioldgica 0.9% + antibidtico a 37°C

Lavado de los ovarios a 37°C y depositados en la misma solucion en vaso
precipitado a 37°C en bafio maria.

AV4

Aspiracion de foliculos de 3-8mm con jeringa de 5ml y aguja 21 g.
Depositar en un tubo falcén de 15ml el cual esta en bafio maria.

AV4

Una vez terminado de aspirar se esperd por 15 minutos para la sedimentacion
de los ovocitos.

Depositar el sedimento en una placa Petri cuadriculada el cual contiene medio
de manipulacién para hacer la seleccion con ayuda del estereoscopio.

Realizar tres lavados dos en medio de manipulacion y finalmente en medio de
cultivo.

Colocar los CCO-s en medio de maduracion en placas multipocillos y dejarlos
a incubar a 38.5°C, 5% de CO,, 5% O,y 95% de humedad por 32 h.
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Grafico N° 13 Flujo de fertilizacion in vitro en alpacas (percoll).

Preparacion de los ovocitos para la Preparacion de espermatozoides
fertilizacion. mediante la técnica de Percoll.
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Centrifugar luego eliminar el
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Se deposita 50 ul de medio de capacitacion con
espermatozoides en cada pocillo.
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Llevarlos a la incubadora por 18 horas para su
fertilizacion.
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Grafico N° 14 Flujo de fertilizacion in vitro en alpacas (Swim up)

Preparacion de los ovocitos para la Preparacion de espermatozoides
fertilizacion. mediante la técnica de Swim up.
=
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fertilizacion.
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Grafico N° 15 Flujo de cultivo in vitro de ovocitos de alpacas.

Fertilizacion por 18 horas.

g

Retiro de laincubadora, desnudacion de las capas de los
cigotos, Por pipeteo, lavado.

!

Cambio de medio de fertilizacion a medio de cultivo
En placa multipocillo.

Il

Colocacion de agua estéril entre los pocillos del well para
mantener la humedad.

ﬂ

Colocacion a laincubadora por 7 dias.

ﬂ

Evaluacion y clasificacion de embriones.
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Anexo N° 05
Fotografia N°16: Morulas (morula temprana)
Calidad |

-

Calidad Il

Calidad Il

Calidad IV

Morulas tempranas segun calidad
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Fotografia N°17: Morula Compacta
Calidad |

Calidad 11

Calidad I11

Calidad IV

Morulas compactas segun calidad
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Fotografia N°18: Blastocistos
Blastocistos tempranos

Blastocistos  expandidos

Calidad |
C
) Calidad Il

Blastocistos de calidad 111

Blastocistos compacto segun calidad
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Blastocistos de calidad IV

Blastocistos  protruido

Blastocistos eclosionados segun calidad
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Anexo N° 06: Materiales

Fotografia 19: Incubadora de O, y CO2 y Fotografia 20: Camara de flujo laminar
balon de CO»

% o .
Qe . . s it 48
s

Fotografia 21: Refrigeradora para conservacion
De medios

fotografia 22: Autoclave
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Fotografia 27: Platina térmica Neovet.

Fotografia 28: Selladora eléctrica
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Fotografia 29. Componente de los medios de Fotografia 30. Preparacion de medios
Cultivo (sales y stok de trabajo)

Fotografia 31: Tubos falcon Fotografia 32: Placa multipocillo Grafico N°33 técnica
percoll

Fotografia 34: vaso Fotografia 35: Bafio
Precipitado con ovarios Maria atemperada
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Anexo N° 07: Analisis estadistico de calidad de embriones

Cuadro N° 25: Promedio de ovocitos fertilizados por ovario, segun tratamiento de
alpaca (Vicugna pacos)

2 L.iterales similares en la misma columna indican que no hay diferencia significativa

(p>0.05).

Cuadro N° 26: Porcentaje promedio de morulas, segun tratamiento de alpaca

Tratamiento Promedio + E.E. Minimo Maximo
Percoll 3.43+1.118 1.43 8.82
Swim up 2.28 +0.282 1.68 3.52

(Vicugna pacos)

Tratamiento N | Promedio + E.E. Minimo Méaximo
Percoll 5 15.80 + 6.862 5.36 22.78
Swim up 6 11.54 + 5,792 7.04 22.09

2 Literales similares en la misma columna indican que no hay diferencia significativa
(p=0.05).

Cuadro N° 27: Porcentaje de promedio blastocistos, segun tratamiento de alpaca
(Vicugna pacos)

Tratamiento n Promedio + E.E. Minimo Méaximo
Percoll 6 8.43 +6.048 3.51 16.46
Swim up 5 3.80+1.752 1.89 5.81

2 Literales similares en la misma columna indican que no hay diferencia significativa
(p>0.05).
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