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Tiempo de maduracién de ovocitos de Vicugna pacos “alpaca” en el
desarrollo embrionario por fecundacion in vitro, Huancavelica, 2011
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Asesores : Mg. Fidel Rodolfo Mujica Lengua
Dr. Jaime Antonio Ruiz Béjar

RESUMEN

Con el objetivo de determinar el tiempo 6ptimo de maduracion nuclear in vitro de
ovocitos de Vicugna pacos “alpaca” y evaluar la influencia de éste sobre el
desarrollo embrionario post-fecundacion in vitro, se utilizaron ovocitos de
categoria | y il obtenidos por aspiracién folicular de ovarios de alpacas
sacrificadas en el Camal Municipal de Huancavelica, éstos fueron madurados en
medio TCM-199 suplementado con HEPES 25mM, Piruvato de sodio 0.2 mM,
Sulfato de gentamicina 50 ug/ml, FSH 0.02 unidades/ml, Estradiol 17-8 1 ug/ml y
Suero Fetal Bovino al 10%, e incubados a 38.5°C en una atmosfera de aire
estéril con 5% COz2 y 90% de humedad por espacio de 24, 28 y 32 h.
Transcurrido estos tiempos, los ovocitos fueron retirados del medio y sumergidos
en una solucién de Hialuronidasa al 0.1% para ser despojados de las células del
cumulo. Los ovocitos fueron fijados en una solucién de metanol: acido acético
(3:1) y tefidos con orseina acética al 1% para evaluar el estadio de maduracién
nuclear (Vesicula Germinal-VG, Vesicula Germinal Rota-GVBD, Metafase I-Ml|,
Metafase II-Mll). Luego, se realizé6 la fecundacién in vitro y se evalué el
desarrollo embrionario, para lo cual se procedi6 a madurar los ovocitos del
mismo modo que en el ensayo anterior, conservando los tiempos de 24, 28 y 32
h. Se recuperaron espermatozoides epidldimarios en medio Sperm-TALP para
luego ser lavados y seleccionados mediante la técnica de Swim-up, se utilizé una
concentracion promedio de 1.5-2x10° espermatozoides/mi para inseminar los
ovocitos. Transcurridas las 18 h de fecundacién, los presuntos cigotos fueron
transferidos al medio mSOF-IVC e incubados por 7 dias a 38.5°C, en una
atmésfera de aire estéri con 5% CO, y 90% de humedad. Los resultados
obtenidos muestran que el mayor porcentaje de maduracion nuclear (ovocltos en
estadio de metafase - Mii) fue alcanzado a las 32 h de cultivo in vitro con un
65.08%, seguida por el de 28 h con un 50.33% y finalmente el de 24 h con un
46.33%. Por ofra parte, en cuanto a los resultados del desarrollo embrionario, se
notd que los porcentajes de segmentacidon y blastocistos, aumentaron
gradualmente hacia el mayor tiempo de maduracién, siendo el de 32 h el tiempo
con el mayor indice de desarrollo alcanzado, con un 60.17% y 17.02% para los
estadios de segmentacién y blastocisto respectivamente. Se concluye que el
tiempo Optimo para la maduracién nuclear y la adquisicion maxima de la
capacidad de desarrollo embrionario in vitro, de ovocitos de alpaca, fue de 32 h,
bajo las condiciones del presente estudio.

Palabras claves: Ovocitos, Maduracién in vitro, Metafase Il, Fecundacién in
vitro, embriones, alpaca.



. INTRODUCCION

La crianza de los Camélidos Sudamericanos, es una de las actividades de mayor
importancia e impacto en el desarrollo socio econémico de la poblacién alto
andina de nuestro pais, no sélo por su capacidad de adaptacioén a Iés dificiles
condiciones medioambientales, alturas entre los 3,000 a 5,000 msnm, sino por
su utilizaciéon como una fuente alimenticia de proteina de origen animal, medio
de transporte y como recurso para la producciéon de fibra de buéna calidad

(Huanca y col,, 2007).

En la actualidad, la explotaciéon de Camélidos Sudamericanos se lleva a cabo
bajo sistemas tradicionales no siempre eficaces, agudizando problemas de
morbilidad, mortalidad y baja eficiencia reproductiva (Cardenas y col., 1999);
donde las tasas de natalidad anual en la mayoria de explotaciones alpaqueras
es del orden del 50% (Fernandez-Baca, 1993), éon indices de fertilidad (Apaza y
col, 1998) y prefiez (Apaza y col, 2001) inferiores a 65% y 60%
respectivamente; con un reemplazo inadecuado para la reproduccion,
desconocimiento de la fisiologia reproductiva e inapropiado empleo de

reproductores en el apareamiento (Apaza y col.,, 1998).

Pese a esta situacion problematica, la aplicacién de biotecnologias reproductivas
podria contribuir rapidamente a superar estos bajos indices reproductivos

logrando la multiplicacién de animales de alto valor productivo, formando nacleos



geneticos que puedan proveer reproductores para los criadores de estos

animales, y darles mas sustento econdémico (Ruiz, 2009).

Una de estas tecnologias que hoy en dia se estan aplicando en Cameélidos
Sudamericanos, es la fecundacion in vitro (FIV); sin embargo, esta se encuentra
en estado formativo, requiriendo de mayor investigacion para su total desarrollo.
Esto motivé a poder realizar una investigacién sobre un tema especifico y muy
importante, referido al tiempo Optimo requerido para la maduracién nuclear in

vitro de ovocitos.

Un tiempo inapropiado de maduracién puede permitir la formacién anormal de la
cromatina (Donnay y col.,, 1998), el envejecimiento del ovocito (Hunter y Greve,
1997) o una limitacién para alcanzar con éxito las fases de fecundacién, division
y desarrollo embrionario (Eppig y col., 1994). Esta diferenciacién de Ios ovocitos
es orquestada por una interaccion compleja entre factores de crecimiento y
citoquinas que permiten la maduracioén nuclear y citoplasmatica (Blondin y Sirard,

1995; Boelhauve y col., 2005).

El objetivo del presente trabajo fue determinar el tiempo 6ptimo (24, 28 y 32 h)
de maduracién nuclear in vitro de ovocitos de alpaca y evaluar la influencia de
éste sobre el desarrollo embrionario luego de fecundacion in vitro, datos que aun
son desconocidos para la ciencia e importantes para el avance de Ia

biotecnologia reproductiva en Camélidos Sudamericanos.



Il. MARCO TEORICO

2.1. GENERALIDADES

2.1.1. Ovocito

En organismos animales, los gametos proceden de una estirpe celular especifica
llamada linea germinal que da lugar a las células germinales primordiales y que
en etapas tempranas del desarrollo se diferencian y originan ovocitos y
espermatozoides. Los ovocitos de mamiferos se encuentran rodeados de varias
capas de células que constituyen el cimulo o6foro (células del cumulo) (Diaz y
col, 2007). La parte mas interna de la capa de células se denomina corona
radiada, formada por células de la granulosa, que se comunica con el ovocito a
través de uniones intercelulares “gap” (Gilula y col,, 1978). Estas conexiones
celulares permiten el intercambio de moléculas entre el ovocito, las células de la
granulosa y la circulacion sanguinea, con finalidad nutritva y reguladora,
conocido como “cooperacién metabdlica”, de forma que las células somaticas
proporcionan nucledsidos, aminoacidos y fosfolipidos, ademas de mantener un
balance iénico y una estabilidad en el RNA mensajero en el ovocito (Apa y col.,

1994; Hunter, 2000).

Las cubiertas ovocitarias constituyen una peculiaridad de los ovocitos. La

cubierta principal es la zona pelicida (ZP), una capa adyacente a la membrana



plasmatica (Conner y col, 2005), que es una especializacion de la matriz
extracelular de 8-10um de espesor formada fundamentalmente por
glicoproteinas, algunas de las cuales son secretadas por el 6vulo y otras por las
células granulares (Litscher y Wassarman, 2007). La importanéia de la ZP en
mamiferos radica en que esta implicada en la union especifica espermatozoide-
ovocito, la induccion de la reaccion acrosémica y el bloqueo de la polispermia
gracias a los receptores espermaticos presentes en su ultraestructura. Estos
receptores impiden la unidn de espermatozoides procedentes de especies
heterdlogas y facilitan la penetracion de espermatozoides homdlogos

(Wassarman y Litscher, 2008).
2.1.2. Ovogénesis

El ovario es el 6rgano femenino que tiene como fin ultimo la reproduccion
mediante dos funciones: la endocrina, produciendo hormonas que ejercen su
accién en éste y en otros érganos, 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.

La formacién de los ovarios es un evento temprano en el desarrollo embridnario
que se produce en el endodermo del saco vitelino a partir de células germinales
primordiales que emigran hasta la cresta gonadal antes de diferenciarse en
ovocitos. Durante el desarrollo fetal las células germinales primordiales del
ovario van a sufrir un proceso de diferenciacion; iniciaimente se transforman en
ovogonias por sucesivas divisiones mitoticas, las cuales dan lugar a ovocitos
primarios al iniciarse la primera divisiéon mitética (Mehlmann y col., 2002). En las
hembras, toda la poblacién de ovocitos entra en meiosis sincrénicamente 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 profase | (estadio



dictiato). En este momento, el ovocito comienza a ser rodeado por células
granulosas que forman una membrana basal alrededor de las mismas,
generando el comportamiento folicular (Mehlmann, 2005). La primera parada de
la meiosis se mantiene hasta momentos antes de la ovulacién 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 profase | 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 ovocitbs, cuya finalidad es mantener inactivo al factor promotor

de la maduracién/meiosis (MPF) (Kalinowski y col., 2004).

Los ovocitos en estado latente en la profase |, presentan un nucleo prominente
denominado vesicula germinal (VG) y estan rodeados de una capa de células
epiteliales (foliculares) no proliferativas conocidas como células pregranulosas,
que estan implicadas en el crecimiento folicular y en el mantenimiento de la
inhibicion de la meiosis del ovocito. El conjunto del ovocito primordial y la capa
de células de la granulosa que lo rodean 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 Gnica fuente de gametos femeninos en el

animal sexualmente maduro.
2.1.3. Maduracion de ovocitos

La maduracion del ovocito hace referencia a todos los cambios nucleares,
citoplasmaticos y de membrana que sufre el ovocito, con el fin de prepararse
para ser fecundado con éxito y desarrollarse posterioremente (Picton y col.,
2008). Esta bien documentado que la maduracién es un proceso que requiere de

la integracion de una red de sefalizacion endocrina, paracrina y autocrina que



implica la interaccion directa entre el ovocito y las células granulares del cumulo

(Sun y col., 2009).

En el proceso de maduracién los ovocitos detenidos en diploteno de la profase |
se transforman en ovocitos secundarios que estan detenidos en metafase de la
segunda division meibtica (0 metafase ll), que corresponde al estadio en el que
los ovocitos son ovulados y pueden ser fecundados. Los ovocitos en foliculos
primarios y preantrales son incompetentes meiéticamente y, por tanto, no
maduran espontaneamente si se extraen de sus foliculos. Los ovocitos en el
estadio antral temprano comienzan a crecer en respuesta a la Hormona Foliculo
Estimulante (FSH), obtienen competencia meiética y pueden madurar si se les
aisla de sus foliculos (Tornell y col., 1990). Se ha descrito que con el crecimiento
del foliculo se desarrollan receptores de la Hormona Luteinizante (LH) en las
células de la granulosa que permiten al ovocito reiniciar la meiosis tras el
estimulo hormonal de LH, asi como la ovulacion del ovocito maduro (Mehimann,

2005; Richards, 2002).

Desde el punto de vista molecular se puede distinguir la maduracion nuclear y la
citoplasmica. La maduracion nuclear comprende toda una serie de procesos
moleculares que permiten la salida de la profase | y la progresién hacia el
estadio de metafase Il (MIl), con una nueva detencién en éste estadio a la
espera de la fecundacion. La maduracién nuclear se inicia con la disolucion de la
membrana nuclear, un proceso conocido como “rotura de la vesicula germinal’
(del inglés: “germinal vesicle breakdown”, GVBD). Con la llegada al estadio de
metafase | se produce la segregacion de los cromosomas homoblogos, la
posterior formacion del primer corpusculo polar y el paso del ovocito al estadio
Mil. La maduracién nuclear finaliza cuando el ovocito completa la primera
division meibtica, alcanzando el estadio Mil unas 36-40 horas después del pico

de LH, tras lo cual se produce la segunda detencion de la meiosis (Peters, 2002).



La maduracion citoplasmica se refiere a los procesos o mecanismos moleculares
no directamente relacionados con la progresiéon de la meiosis que acompanan a
la maduracién nuclear y preparan al ovocito para su activacion, la formacion de

los pronucleos, la fecundacion y el posterior desarrollo embrionario.

Bl estimulo inicial que desencadena la maduracion del ovocito es el aumento
preovulatorio de los niveles de gonadotropinas, en especial de la LH que ademas
de reiniciar la meiosis, desencadena otras transformaciones dentro del foliculo
como las modificaciones en la esteroidogénesis folicular y cambios
morfofuncionales en el Complejo ovocito-cimulos (COCs) (Mounsey y col,
1999). El mecanismo de accion de las gonadotropinas FSH y LH en el reinicio
meibtico del ovocito estd mediado por el incremento de la generacion de AMPc
(Su y col, 2004; Zhang y col,, 2007). Este aumento de AMPc activa la cascada
de las MAP quinasas (MAPK), concretamente MAPK3/1 (mas comunmente
conocidas como ERK1/2) en las células de la granulosa del camulo pero no en el
ovocito donde la ruta de sefalizacion de MAPK se ha relacionado con eventos
implicados post-GVBD como es la organizacion del huso mitdtico mas que con €l
reinicio meidtico (Fan y Sun, 2004; Liang y col., 2007; Xiong y col, 2008; Yu y
col, 2007). Sin embargo, los mecanismos concretos por los que AMPc activa

MAPK en el ovocito son atn desconocidos (Zhang y col.,, 2009).

Es necesario que MPF se encuentre en forma activa para el comienzo de la
maduracién. Su actividad alcanza un maximo en metafase | y Il, para decrecer
posteriormente en anafase | y Il (Kikuchi y col, 1995), lo que indica que su
inactivacién también es necesaria para la progresién de la maduraciéon. Ademas,
la reorganizacion de los microtibulos y la apropiada orientacion del huso
acromatico durante el estadio Metafase | estan mediada por las MAPK cuya
actividad también esta inhibida de algin modo por el AMPc¢, aumentando su

actividad con la entrada del ovocito en meiosis. Sin embargo, a diferencia del



MPF, la actividad MAPK permanece elevada en los estadios de anafase (Jones,

2005).

2.1.4. Obtencion de ovarios y ovocitos

2.1.4.1. Obtencion de los ovarios

Se consiguen de alpacas sacrificadas en matadero. Todos los autores estan de
acuerdo en que su obtencién 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 cbl., 2008; Gamarra y col, 2008;
Fernandez y Esteban, 2009; Ruiz J., 2009; Ruiz y col, 2009; Sacha y Rojas,
2009). El transporte se hace en Soluciones Salinas Fisiolégica (SSF) o Buffer
Fosfato Salinas (PBS) con antibiéticos (Ratto y col.,, 2005; Huanca y col., 2009).
Por otro lado, el tiempo que transcurre, desde la colecta de los ovarios hasta el
cultivo de los ovocitos, debe oscilar entre 2 y 5 h (Katska y Smorag, 1984; First y
Parrish, 1988), aunque Yang y col,, (1990), indican que después de ocho horas
desde la colecta de los ovarios todavia se puede conseguir la maduracién in
vitro, siempre y cuando los ovarios se mantengan por encima de 24°C. Por otra
parte, la edad Optima del animal para obtener ovocitos, con vistas a su
maduracién in vitro, no esta bien determinada. Sin embargo, la mayoria de los
autores prefieren ovarios provenientes de animales tiernos, puesto que las
posibilidades de encontrar foliculos atrésicos y ovocitos degenerados son

significativamente menores que en animales de mas edad (Gordon, 1990).
2.1.4.2. Seleccion de foliculos

Seglin Motlik y Fulka. (1986), los foliculos menores de 2 mm de diametro
contienen un alto porcentaje de ovocitos incompetentes o bien atrésicos,
mientras que los mayores de 10 mm presentan un mayor nimero de ovocitos
degenerados (Fukui y Sakuma, 1980). Por ello, la mayoria de los autores
seleccionan foliculos de diametros comprendidos entre 2 y 6 mm (Ratto y col,

2005; Ruiz J., 2009; Huanca y col., 2009).



Por otro lado, Lonnergan y col. (1992) sefalan que los foliculos, con un diametro
de entre 2 y 6 mm, permiten una tasa de recuperacion de ovocitos (N° de
ovocitos obtenidos/N° de foliculos aspirados) aptos para el cultivo mayor que en
los foliculos de mayor tamafio. Wurtb y Kruip, (1992) sefialan que los ovocitos,
procedentes de foliculos ligeramente atrésicos, tienen una capacidad normal
para madurar in vitro, siempre que el camulo y el citoplasma no presenten signos

claros de degeneracién.
2,1.4.3. Obtencidén de ovocitos

El método mas comun para recoger ovocitos de ovarios procedentes del camal
es la aspiracion del contenido folicular, mediante puncion de los foliculos
seleccionados, utilizando para ello agujas estériles de 18 a 21 G, conectadas a
jeringas estériles de 10 mi (Del Campo y col., 1992; Ratto y col,, 1999; Ratto y
col, 2005; Ruiz y col, 2007; Mendoza y col, 2008; Gamarra y col, 2008,
Huanca y col, 2009). Otros autores han colectado ovocitos mediante la
diseccién y subsiguiente ruptura de los foliculos intactos (Del Campo y col.,
1894) aunque segun Arlotto y col. (1990) los ovocitos de foliculos que no estan
situados en la superficie ovarica tienen menores posibilidades de madurar in

vitro.
2.1.5. Seleccion y clasificacion de ovocitos

El estudio de la morfologia del ovocito ofrece datos sobre su capacidad de iniciar
la meiosis, y dado que no se pueden realizar técnicas invasivas que destruirian
la célula, deben establecerse criterios, exclusivamente morfoloégicos, para
seleccionar los gametos que garanticen un buen comportamiento en su
maduracion (Leibfried y First, 1979; Xu y col,, 1986; Younis y col., 1989; De Loos
y col,, 1992).

La seleccién se efectua siguiendo dos criterios:



I. Aspecto citoplasmatico del ovocito: diversos autores han tratado de
establecer una relacién entre el aspecto del citoplasma y la competencia del
ovocito para madurar, ser fecundado y soportar el desarrollo posterior (Younis
y col, 1989; Nagao y col, 1995). Asi, se ha comprobado que los ovocitos que
presentan un ooplama oscuro muestran una acumulacién de lipidos y un buen
potencial para el desarrollo, mientras que los que presentan un ooplasma
palido tienen una baja densidad de organulos y escaso potencial de
desarrollo. Por otra parte, cuando el ooplasma es negro, los ovocitos estan
envejecidos y tienen un potencial para soportar el desarrollo muy bajo (Nagao
y col, 1995).

Il. Aspecto y morfologia del cumulo celular: los ovocitos rodeados por un cumulo
compacto formado por varias capas de células, presentan mayores
porcentajes de maduracion, fecundacion y de desarrollo hasta blastocistos,
que los que carecen de cumulo o los que estan rodeados solamente por la

corona radiata (Xu y col., 1986).

2.1.6. Maduracion in vitro (MIV)

Durante el proceso de maduracion, tanto in vivo como in vifro de ovocitos,
ocurren una serie de cambios que permiten la reanudacion de la meiosis.
Estos eventos debeh ocurrir antes de la fertilizaciéon y se caracterizan por la
expansion de las células del cimulus, la eliminacion del primer corpusculo

polar y la formacién de la metafase Il. (Hyttel y col., 1986).

In vitro; la hormona FSH es responsable de la induccién de la maduracion de
los foliculos, y la hormona LH promueve la reanudacion de la meiosis de los

ovocitos (Moor y col. 1981; Xu y col,, 19886).

Las células del cumulus también desempefian un papel importante en la
maduracion de los ovocitos. Estas células aportan nutrientes y energia

(piruvato)(Donahue y Stern, 1968), también secretan acido. hialurénico a la
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matriz externa de proteoglicanos. Esta secrecion provoca la ruptura de la
matriz, lo que trae aparejado el fenbmeno denominado expansion del cumulus,
dominado por la accién de la FSH y se caracteriza por el cambio de
interaccion entre las ceélulas del cimulus y el ovocito (Henseleigh y Hunter,

1985).
2.1.6.1. 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 y Waymouth MB752/1). Todos ellos presentan en su
composicién una meicla de sales inorganicas, vitaminas, aminoacidos, glucosa,
piruvato. de sodio, hipoxantina, timidina y rojo fenol como indicador. En dichos
medios, los componentes varian en diferentes proporciones. A pesar de la
amplia variedad de medios descritos, el mas utilizado es el TCM-199 (Wright y
Bondioli, 1981; Phillips, 1988; Leibfried-Rutledge y col., 1989; Gliedt y col,,
1996a; Gliedt y col,, 1996b) por permitir obtener un mayor grado de fertilizacion,

en comparacion a los otros medios. (Rose y Bavister, 1992).
2.1.6.2. Suplementaciéon de los medios de cultivo

Segun el trabajo de revision realizado por Brackett y Zuelke (1993) esta
claramente establecido, que el medio de cultivo empleado para la maduracion
in vitro de los ovocitos influye significativaménte en las tasas de fertilizacion

in vitro.

El medio de maduracion de los ovocitos, es suplementado con Suero Fetal
Bovino (SFB), Suero de Vaca en Celo (SVC) o Albumina 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; Eppig y col, 1983; Fukui y Ono,
1989; Sambussho y Threlfall, 1989; Lee y col, 1996).
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Otros suplementos utilizados en diferentes concentraciones, son los
factores de crecimiento (EGF, IGF-i, IGF-l, TGF, TGF y activina). Estos, son
elementos que favorecen la maduracién de los ovocitos y actian como
agentes mitogénicos sobre las células de la granulosa (Lee y Fukui, 1995; Lee

y col,, 1996; Bevers y col,, 1997).

Como se indicd anteriormente, las hormonas FSH y LH desempefian un papel
importante en los procesos de maduraciéon Jjn vivo y son utilizadas para la
maduracién in vitro. También se presentan; estrégenos, progesterona y HCG,
gue son diferentes suplementos comunmente utilizados en los medios de
cultivo y tienen accién positiva en la maduracion in vitro de ovocitos (Leibfried
y First, 1979; Fukui y col, 1982; Xu, y col, 1986; Xu y Greve, 1988; First y
Parrish, 1987).

En el estudio realizado por Stubbings y col. (1988) se détermina la
importancia de la adicion al medio de cultivo (TCM-199) de diferentes
concentraciones de hormonas FSH, LH, estréogenos y suplementos como SFB
e insulina. Los resultados obtenidos, demuestran que la adicion de
estrégenos favorece las tasas de maduracioén in vitro en comparacion al aporte

de FSH, LH o insulina.

Sin embargo, la adicion de FSH y LH favorecen las tasas de fertilizacion in
vitro. La adicion de LH y EGF o EGF-l al medio de maduracion, también
favorece el desarrolio de los futuros embriones (Brackett y col., 1989; Fukui y
Ono, 1989; Harper y Brackett, 1992a; Harper y Brackett, 1992b; Zuelke y
Brackett, 1992; Saeki y col,, 1994).

Uno de los mecanismos por los cuales la adicidn 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).
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Los esteroides mas utilizados en los medios de maduracién son el estradiol y la
progesterona, describiéndose que la adicion de ambos completa la maduracion
nuclear y citoplasmica (Fukui y col., 1982). El estradiol por si solo parece no
afectar a la maduracion nuclear del ovocito (Younis y col., 1989), pero si influye
en la maduracion citoplasmica y sobre todo en la fecundacion. Por otro lado, la
presencia de este esteroide, en el medio de maduracién, se considera un factor
importante para la formacion del pronlcleo masculino (Fukui y col., 1982;
Thibault, 1987), aunque hay autores que indican que una suplementaciin
exclusiva con estradiol, durante la maduracién, puede provocar anormalidades

cromosémicas (Kruip y col., 1983).
2.1.6.3. Condiciones medioambientales

A efectos de optimizar la maduracién in vitro, es importante proveer al ovocito
un ambiente adecuado que le permita generar los procesos bioldgicos
necesarios (temperatura, presion osmoética, pH y atmosfera del incubador)
para completar la maduracién nuclear y citoplasmatica (Mochizuki y col., 1991;

Rose y Bavister, 1992; Yang y col., 1998).

La temperatura mas adecuada para el cultivo in vitro de los ovocitos es
de 38.5°C (Lenz y col, 1983; Leibfried-Rutledge y col., 1989; Rose y Bavister,
1992; Pinyopummintr y Bavister, 1995; Azambuja y col., 1998).

Lenz y col. (1983), informan que las temperaturas comprendidas entre 37°C
y 41°C no perjudican el proceso de maduraciéon in vitro de los ovocitos. Del
mismo modo, en un estudio realizado por Shi y col. (1998) donde la
temperatura de cultivo in vitro de ovocitos es modificada entre valores de
37°C y 385°C, observaron que los cambios térmicos no producen efectos
adversos durante la maduraciéon 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
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llevado a buen término la maduraciéon de los ovocitos (Katska y Smorag,

1985).

La presion osmoética que deben tener los medios de maduracion de ovocitos,
oscila idealmente entre 265 y 3256 mOsM. Los medios generalmente utilizados
tienen osmolaridades cuyos valores oscilan entre 285 y 295 mOsM (Sato y

col, 1977; Del Campo, 1994).

Diversos autores hanr establecido que el pH 6ptimo en el medio de maduracion
debe mantenerse entre 7.2 y 7.4 (Shea y col,, 1976; Sato y col., 1977; Fukui
y Sakuma, 1980; Brackett B., 1981 Phillips, 1988). El control del pH en el
medio de maduracion se realiza gracias a la concentracion de CO2 en la
atmésfera del incubador, bicarbonato de sodio en el medio, u otro tipo de
sustancias tarhpén adicionadas al medio de cultivo como las sales de Hepes

(Luy col, 1987).

La composicién de la atmosfera gaseosa en el incubador, se considera
importante, en el control del pH intra y extracelular y por ende las funciones
metabdlicas de las células en cultivo (Bavister, 1987). Por ello habitualmente
se emplean mezclas de gases a diferentes concentraciones 5% de CO2 en el
aire, o bien, 5% CO2, 5% O2 y 90% N2 (Fukui y col., 1982; Lu y col, 1987;
Younis y cols., 1989; Takahashi y col., 1996).

2.1.6.4. Sistemas de cultivo

Sobre la maduracién se han dado lugar diversas metodologias y modificaciones
de las técnicas de cultivo de los ovocitos. Fundamentalmente, se tienen en
cuenta: el soporte fisico sobre el que se va a realizar la maduracién (placa, tubo,
etc), el modo de colocacion del medio de cultivo, el numero de ovocitos por
volumen de medio y si el cultivo se realiza de manera estatica o con un ligero

movimiento.
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Sugie y col. (i980) sefalan dos grupos de sistemas de cultivo: un cultivo en el
que no se permite el intercambio gaseoso con la atmésfera (mediante el uso de
un cierre hermético) y un segundo tipo de cultivo que se realiza manteniendo un
intercambio gaseoso continto. El primero no tiene interés ya que no permite el
intercambio gaseoso necesario para la maduracion de los ovocitos, mientras que
dentro del segundo grupo se pueden citar dos tipos: los sistemas abierto y

cerrado.
2.1.6.4.1. Sistema abierto

El sistema abierto engloba aquellos recipientes en los que se coloca un volumen
de medio de cultivo que esta en contacto directo con la atmésfera que le rodea.
El medio se coloca en placas Petri (Fukui, 1990), camaras de cultivo (Leibfried y
First, 1980; Xu y Greve., 1988), placas ELISA (Farin y Yang, 1992) o tubos de
cristal (Fukui y Sakuma, 1980). E! inconveniente de este sistema es que
presenta una gran superficie de evaporacion, lo cual puede originar un aumento

de la osmolaridad, al elevarse la concentracion de sodio.
2.1.6.4.2. Sistema Cerrado

El sistema cerrado consiste en recubrir el medio de cultivo con aceites minerales,
de tal manera que se impida la evaporacion del medio pero se permite el
intercambio gaseoso con la atmosfera. El modo mas corriente de efectuar este
tipo de cultivo es el de las “microgotas” (Brinster, 1970), el cual consiste en
colocar un determinado numero de gotas (generalmente siete), con un volumen
de 45 a 50 pl, en una placa de Petri y recubrirlas, posteriormente, con aceite de
parafina o silicona. El agua no se evapora facimente, pero alguno de los
componentes del medio puede ser soluble en aceite; por ello, hay que
equilibrarlo antes de iniciar el periodo de cultivo (Whitten, 1971). El sistema de
microgotas permite una identificacion individual de los ovocitos, minimiza los
riesgos de contaminacion y facilita el cultivo independiente de los ovocitos y una

observacion de los mismos mas facil que con otros sistemas.
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En cuanto al nimero de ovocitos que pueden colocarse en €l medio, los autores
que utilizan el sistema abierto ponen un nimero de 20-30 ovocitos/ml de medio
(Fukui, 1990; De Loos y col., 1992), mientras que con el sistema de microgotas
se colocan de 5 a 10 ovocitos por microgota (Ratto y col., 1999; Ratto y col.,
2005; Ruiz y col,, 2007, Mendoza y col., 2008, Gamarra y col, 2008, Huanca y
col,, 2009).

2.1.6.5. Criterios de maduracion in vitro

El ovocito inmaduro pfesenta una morfologia, definida y caracteristica, que
sufrird importantes cambios a lo largo del proceso de maduracion. Dichos
cambios morfologicos se demuestran utilizando técnicas de tincién por
microscopia 6ptica o electrénica (Xu y col., 1986; Hyttel y col, 1986; De Loos y

col, 1992).
2.1.6.5.1. Morfologia del ovocito inmaduro

El ovocito, aislado de su foliculo, presenta un nucleo grande, situado
periféricamente, rodeado de la membrana nuclear y con un nucleolo apenas
visible (Hyttel y col, 1986; De Loos y col, 1992). Este estado nuclear

corresponde con el estadio de Vesicula Germinal (GV).

Los organulos citoplasmicos se distribuyen por todo el citoplasma de la célula y
asi las mitocondrias se localizan en la periferia, mientras que en posicién central
se encuentran granulos corticales, Reticulo Endoplasmico rugoso (REr), aparato

de Golgi y vesiculas lisosomales (Kruip y col., 1983).

El espacio perivitelino no existe o es muy pequefio y la zona pelucida se
encuentra atravesada por las prolongaciones de las células de la corona radiada,
constituyéndose como uniones intercelulares (‘gap junctions”). Estas uniones
llegan incluso hasta el interior del ovocito y sirven como “puente” de unién entre
éste y las células del cimulo que le rodean y también entre ellas mismas. Estas

vias de comunicacion celular pueden ocupar hasta el 1% de la superficie total de
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la membrana plasmatica del ovocito (Moor y Gandolfi, 1987). E!l ovocito inmaduro
presenta el cumulo celular compacto e incluso dificulta la vision del propio

ovocito (Leibiried y First, 1979).
2.1.6.5.2. Morfologia del ovocito durante la maduracion

El inicio de la maduracién estd marcado por cambios nucleares y citoplasmicos
que ocurren en periodos de tiempo distintos seglin la especie. En ovocitos
bovinos, entre las 3 y 6 h de iniciado la maduracién, comienzan los cambios en
el nucleo del ovocito que culminan con la desaparicién de la membrana nuclear
(GVBD). De 12 a 16 h, se llega al estadio de metafase | (Xu y col., 1986) y de las
19 a las 24 h se produce la formacion del primer corpusculo polar al espacio
perivitelino, llegando rapidamente al estadio de metafase Il, donde se detiene
nuclearmente la meiosis en espera de que ocurra la fecundacién (Xu y col,

1986; Hyttely col., 1986; Hyttel, 1988; Sirard, 1989).

Los cambios citoplasmicos a lo largo de este periodo se resumen en una
elevada actividad de sintesis proteica y una reordenacién de los sistemas de

microtdbulos, debido a la intensa actividad cromosémica (Hyttel y col., 1986).

Ademas, también existe un agrupamiento de las mitocondrias y los granulos
corticales que comienzan a situarse periféricamente (Ducibella y col,, 1988). En
cuanto respecta a las uniones intercelulares, comienzan a retraerse a las 3 h de
iniciada la maduracién (Hyttel y col., 1988) y a las 18 h sélo quedan restos de las
mismas en el espacio perivitelino, que a la vez que progresa la maduracion, se

hace cada vez mayor (Xu y col., 1986).

Entre las 10 y 12 h del comienzo de la maduracién, el cimulo que rodea al
ovocito inicia su expansijn", que llega a ser maxima a las 18 h del inicio del
cultivo (Hyttel y col, 1986). La expansién se debe a la mucificacion entre las

células, por la presencia de acido hialurénico en la matriz intercelular y, también,
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a la posible presencia de un factor desconocido que favorece la expansion y que

se transfiere desde el mismo ovocito hasta el cumulo (Buccione y col., 1990).
2.1.6.5.3. Morfologia del ovocito maduro

Se caracteriza por la expansion total del cumulo celular y por la presencia del
primer corpusculo polar en el espacio perivitelino (Leibfried y First, 1979; Xu y
col, 1986). A nivel nuclear, los cromosomas presentan la configuracién de

metafase |l.

Los cambios citoplasmicos no se completan hasta las 30 h de haber comenzado
la maduracion, aunque nuclearmente la maduracion finaliza a las 24 h (Hyttel,
1988). Estos cambios citoplasmicos incluyen, sobre todo, dos procesos:. la
colocacion de los granulos corticales a la periferia, situandose bajo la membrana
plasmatica (Ducibella y col,, 1988), y el agrupamiento de mitocondrias y REr en
cisternas de gran tamario (De Loos y col, 1992). En esta fase final de la
maduracion, sigue existiendo una alta actividad de sintesis proteica con el fin de
preparar al ovocito, nuclear y citoplasmicamente, para la fecundacion (Moor y

Gandolfi, 1987; De Loos y col., 1992).

Estos fendémenos cronologicos, descritos en la maduracion corresponden tanto a
los ovocitos madurados in vivo como in vitro (Kruip y col., 1983; Hyttel, 1988).
Las diferencias mas notables entre ambos tipos de maduracién, estriban
fundamentalmente en que los ovocitos madurados in vitro sufren por un lado, un
retraso en la migracion de los granulos corticales a la periferia del ovocito (Cran,
1989; Hyttel y col, 1986) y por otro, presentan un mayor nimero de
prolongaciones celulares, provenientes de las células de la corona radiada, en el

espacio perivitelino (De Loos y col., 1992).

Por lo tanto, los criterios que aseguran gque ha ocurrido la maduracién in viftro
pueden resumirse en;

1° Formacion del primer corplsculo polar y llegada al estadio de metafase II.
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2° Expansién y mucificacion del camulo celular.
3° Traslado de los granulos corticales a la periferia del ovocito (Ducibella, 1988;
Cran, 1989, Buccione y col., 1990).

4° Desaparicion de las uniones intercelulares (De Loos y col., 1992).

2.1.7. Fecundacion in vitro (FIV)

Finalizado el periodo de maduracién in vitro, los ovocitos se encuentran aptos
para ser fertilizados. Tanto para condicion in vivo como in vitro, previo a la
fertilizacion de los ovocitos, los espermatozoides deben estar capacitados y
activados. La capacitacion y activacién del espermatozoide, posibilitara a

este progresar a través de las células del cumulus y penetrar la zona pellcida.

Existen pocos reportes de fecundacion in vitro (FIV) en camélidos
sudamericanos : Del Campo y col. (1994); Del Campo y col. (1995); Gémez y
col. (2002); Conde y col. (2006); Ratto y col. (2007); Conde y col. (2008);
Gamarra y col. (2008); Mendoza y col. (2008); Machicado y col. (2009) y Berland
y col. (2010).

Del Campo y col. (1994) separando epididimos de testiculos de lama macho y
utilizando la técnica de centrifugacion en gradiente de Percoll, fecundd ovocitos
madurados in vitro de llama logrando obtener por primera vez el desarrolio de

embriones de camélidos sudamericanos producidos por FIV.

Conde y col. (2006) utilizaron un sistema similar para FIV en llamas, recuperd
gametos de animales vivos, los ovocitos fueron recuperados por puncion folicular
de ovarios expuestos por laparotomia lateral en hembras superovuladas y los

espermatozoides fueron recuperados por electroeyaculacion.

Gomez y col. (2002) fecundaron ovocitos de alpaca con semen epididimario de
llamas beneficiadas. Los ovocitos de alpaca fueron recuperados por puncion de

los foliculos ovaricos expuestos por Ilaparotomia ventral en hembras
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superovuladas. Este seria el primer reporte de la produccion de embriones
hibridos de alpaca-lama después de una fecundacion in vitro heterologa,
experiencia que también fue reportada por Ratto y col. (2007). Sin embargo, Del
Campo y col. (1995) indican que recuperaron ovocitos de alpacas superovuladas
los cuales fueron fecundados con semen de llama y los embriones producidos

desarrollaron hasta el estadio de blastocisto expandido.

En Peru, también existen reportes sobre fecundacion in vitro en élpacas
(Gamarra y col., 2008; Mendoza y col., 2008). Gamarra y col. (2008) congelaron
espermatozoides epididimarios previamente diluidos en una solucién de TRIS-
Fructosa con 10% de glicerol. Los pellets 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 10x10° espermatozoides/gota de 100ml de Fert-TALP.

Por otro lado, Mendoza y col. (2008) compararon los métodos de gradiente de
Percoll y Swim up para la recuperacion de espermatozoides epididimarios para
utilizarlos en la fecundacién in vitro de ovocitos de alpaca 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 y finalmente sometidos a uno de los dos tratamientos siguientes:
centrifugados en una gradiente de Percoll o colocados en la estufa por 45-60 min
con una inclinacién de 45°. Los ovocitos previamente colocados en Fert-TALP
fueron inseminados con una concentracién final aproximada de 2.5 — 3.5 x 10°

espermatozoides/mi.

En Bolivia, Machicado y col. (2009) recuperaron COCs por laparotomia en
llamas superovuladas con eCG, los COCs fueron madurados in vitro en TCM-
199 con BSA. Posteriormente, los ovocitos fueron inseminados con semen

fresco tratado con proteasa.

20



En Chile, Berland y col., (2010), recuperaron COCs en llamas superovuladas con
eCG y FSH. Los COCs expandidos colectados con ambos tratamientos fueron
fecundados in vitro usando espermatozoides epididimarios. Los gametos fueron
co-incubados a 38.5°C con 5% CO, por 18 h. Después de la fecundacién in vitro,
los presuntos cigotos fueron incubados en medio SOF suplementado con 0.6%
de BSA con células de la granulosa de llama a 39°C, 5% CO2, 5% O2, 90% N2
por 7 dias.

2.1.7.1. Lavado y seleccion de espermatozoides

Al menos dos metodologias han sido descritas para el lavado de las células
espermaticas y su seleccion en Camélidos Sudamericanos. Estas son: Swim-
up y gradiente de percoll (Del Campo y col, 1994; Del Campo y col., 1995;
Goémez y col., 2002; Conde y col., 2006; Ratto y col., 2007; Conde y col,, 2008;
Gamarra y col., 2008; Mendoza y col., 2008; Machicado y col., 2009; Berland y
col., 2010). El método de swim-up separa los espermatozoides motiles de los
no moétiles. De este modo, una muestra de semen colocada en el fondo de un
tubo que contiene medio de cultivo a 37° C, permitira después de un tiempo de
cultivo, que los espermatozoides moétiles se desplacen‘ hacia la superficie del

tubo (Parrish y col., 1986).

El percoll esta constituido por particulas coloidales de 15 a 30 nm de
diametro cubiertas con polivinilpirrolidona (PVP). El sistema de separacion
de espermatozoides consiste en la colocaciéon, en un tubo estéri, de 2
gradienteé de percoll (65% y 90%) diluido en medio de cultivo Sperm-TALP.
El semen se siembra en la parte superior del tubo y se centrifuga a 200 g
durante 25 min. a temperatura ambiente. Algunas partidas de percoll
utilizado, tienen efectos deletéreos sobre los espermatozoides. Este efecto

es debido principalmente al PVP que rodea a las particulas coloidales.

Un estudio realizado por Mendoza y col. (2008) comparé estas dos técnicas,

gradiente de Percoll y Swim-up, para utilizarlos en la fecundacioén in vitro de
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ovocitos de alpaca. Los resultados mostraron que, si bien los medios utilizados
en las dos técnicas difieren entre si, la separacion por Swim-up fue mas

efectiva que la de gradiente de percoll.
2.1.7.2. Cocultivo de ovocitos con espermatozoides

Una vez que los espermatozoides han sido lavados, seleccionados y
capacitados, se realiza el cocultivo de estos con los ovocitos madurados in

vitro.
2.1.7.2.1. Medios empleados y tiempo de cocultivo

De acuerdo a la revision bibliografica, la mayoria de las experiencias llevadas
a cabo en fertilizacion in vitro en Camélidos Sudamericanos, utilizan
basicamente el medios TALP para el lavado y capacitacion del semen. A su
vez, el cocultivo in vitro del semen con los ovocitos se realiza en un periodo de

tiempo de18 a 24 h.

En el tiempo de cocultivo, se emplean tres medios TALP diferentes segin el

momento en el que se utilicen.

¢ El medio Sperm-TALP se utiliza para el lavado del semen.
e El medio TALP- Hepes se utiliza para la manipulaciéon de los ovocitos.
e El medio Fert-TALP se utiliza para el cocultivo de los ovocitos con los

espermatozoides.

La diferencia entre estos tres medios, radica en el contenido de NaCl, NaHCO,
Na,HPO, y lactato de sodio. Asimismo, el medio Sperm-TALP se suplementa
con heparina, para permitir la capacitacion de las células espermaticas,
mediante el desplazamiento de las proteinas decapacitantes de Ia
membrana plasmatica y la estimulaciéon de la apertura fie los canales de

calcio.
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2.1.7.3. Relacion ovocito/espermatozoide en el cocuitivo

La relacién ovocitos/espermatozoides es importante durante la fertilizacién in
vitro. De este modo, ha podido establecerse que si el nimero de células
espermaticas es demasiado ‘bajo en relacién con el nimero de ovocitos,
obtendremos resultados de fertilizaciéon pobres. Si por el contrario, el nimero
de células espermaticas es demasiado alto se producen fenémenos de

polispermia (First y Parrish, 1987; Saeki y col., 1995).

Independientemente del medio de fertilizacion utilizado, la mayor parte de los
protocolos de fertilizacion in vitro, utilizan entre 0.5 y 3.5x10° células
espermaticas/ml y el cocultivo con los ovocitos madurados in vitro, se lleva
a cabo en microgotas de 50 pl, que contienen entre 5 y 10 ovocitos (Del
Campo y col, 1994; Del Campo y col., 1995; Gémez y col., 2002; Conde y col., ‘
2006; Ratto y col,, 2007, Conde y col., 2008; Gamarra y col,, 2008; Mendoza y
col., 2008; Machicado y col., 2009; Berland y col., 2010).

Cox y col. (1993) y Zhang y col. (1995) informan que la presencia de las
células del cumulus en los ovocitos cocultivados con los espermatozoides,
incrementan los porcentajes de fertilizacién. Estos incrementos son debidos a
gque el cumulus induce los mecanismos de capacitacion espermatica,
facilitando la interaccion del espermatozoide y la superficie de la zona

pelucida.
2.1.8. Sistemas de cultivo in vitro de embriones

En la actualidad existen tres sistemas para el cultivo de los cigotos y su
posterior desarrollo in vitro hasta el estadio de blastocisto: el sistema de
cocultivo, el cultivo en medios definidos y el cultivo en medios condicionados
(Fukui y col, 1991, Nagao y col, 1995; Hernandez-Ledezma y col, 1996;
Marquant-Leguienne y Humboit, 1998).
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» Sistema de cocultivo: Este sistema, utiliza diferentes tipos celulares para
cocultivar con los cigotos. Estos tipos celulares aportan a los cigotos, los
elementos necesarios para el desarrollo in vifro y la superaciéon del estado
de bloqueo 8-16 células (Eyestone y First, 1989; Weimer y col, 1997;
Katska y col, 1995; Nagao y col, 1995; Abe y Hoshi, 1997). Los tipos
celulares utilizados son: células del epitelio oviductal (BOEC), células del
cumulus, ceélulas de la granulosa, monocapa de células uterinas o bien,
lineas celulares definidas tales como BRL (buffalo cell liver rat) y Vero.

o Sistema de cultivo con medios definidos: Este sistema incluye a los
medios SOF, SOFM; CR1a, CZB, mTLP-PVA y KSOM (Kim y col, 1993;
Carolan y col, 1995; Keskintepe y col, 1995; Lee y Fukui, 1995;
Keskintepe y Brackett, 1996; Palasz, 1996; Takahashi, y col, 1996). Estos
medios eliminan la variabilidad de los resultados, la utilizacion extra de
subproductos de origen animal y tienden a simplificar los sistemas de

cultivo (Carolan y col., 1995; Marquant-Leguienne y Humbolt, 1998).

2.2. ANTECEDENTES

Muy pocos estudios han sido conducidos sobre la maduracién in vitro de
ovocitos (Del Campo y col, 1992; Del Campo y col, 1994; Sansinema y col,
2003; Sansinema y col, 2007; Miragaya y col.,, 2002; Chaves y col., 2003; Ratto
y col, 1999; Ratto y col, 2005; Ratto y col, 2007; Ruiz y Correa, 2007) en

camélidos sudamericanos.

Complejos Ovocito Cumulo (COCs) de llama fuefon madurados in vitro (MIV) por
primera vez por Del Campo y col. (1992), utilizando un tiempo de 36 h de
maduracion en medio TCM-199 suplementado con suero fetal bovino, piruvato
de sodio, Hormona Foliculo Estimulante (FSH), estradiol y sulfato de
gentamicina, obteniendo 62% de ovocitos que alcanzaron el estadio de metafase
Il. En otro experimento, Del Campo y col. (1994) obtuvieron 30% de ovocitos en

metafase Il luego de 30 h de MIV. Distintos protocolos de recuperacion de COCs
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se utilizaron en ambos experimentos lo que podria explicar los diferentes

resultados.

Asi mismo, Ratto y col. (1999) utilizando un protocolo similar de MIV mejoraron
sustantivamente los resultados anteriores. En este trabajo evaluaron 26, 30 y 36
h de maduracién in vitro de COCs de llamas, teniendo como resultados 58%,
73% y 75% de ovocitos que alcanzaron el estadio de metafase il sin notarse
diferencias estadisticas significativas entre los tres tiempos. Por otro lado,
Miragaya y col. (2002) utilizando un tiempo de 30 h con un medio diferente a los
casos anteriores (TCM 199 con bicarbonato, 10% de suero fetal bovino y
glutamina), obtuvieron 62% y 74% de ovocitos en metafase Il para COCs
recuperados de Ilamas sin superovulacibn y con superovulacién,

respectivamente.

En otro estudio, Ratto y col. (2005), utilizando un medio de maduracion
consistente en TCM-199 suplementado con piruvato de Na 0.2mM, sulfato de
gentamicina 25 ug/ml, FSH 0,5 ug/m|, estradiol 17-B 1 pg/ml y suero fetal bovino
al 10%, encontraron 77.7%, 80.6% y 80.4% de ovocitos maduros cuando
utilizaron 28, 30 y 36 h para la maduracion in vitro de COCs de llama sin notar
diferencias estadisticas entre los tres tiempos. Por otro lado, Sansinema y col.
(2003) utilizando 30 h para la MIV de COCs de llama y adicionando fa hormona
LH en la preparacion del medio (TCM-199, 5 ug/ml de FSH, 10 ug/ml de LH, 1
mg/ml de estradiol 17-B y 10% de suero fetal bovino), obtuvieron 52% de
ovocitos maduros. Posteriormente el mismo grupo de investigacién (Sansinema
y col. 2007) utilizando un medio diferente para la MIV de ovocitos de llama
consistente de TCM-199, 5 ug/ml de FSH, 10 ug/ml de LH, 10 ng/mi de EGF, 10
ng/ml de IGF-1 y 1 pg/ml de estradiol 17-B y 10% de suero fetal bovino,
mejoraron su anterior resultado con 74% de ovocitos en metafase Il luego de 30

h de MIV.
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También se han madurado con éxito ovocitos de vicufia y alpaca. Chaves y col.
(2003), reportaron la primera maduracion in vitro de ovocitos de vicufa utilizando
un tiempo de 27 h para la maduracién en un medio similar al utilizado por
Miragaya y col. (2002) consistente de TCM-199 con bicarbonato, 10% de suero
fetal bovino y glutamina; obteniendo 41% de maduracion nuclear con extrusién

del primer cuerpo polar.

En alpacas, Gémez y col. (2002) y Ratto y col. (2007) han utilizado 26 h para la
maduracion in vitro de ovocitos recuperados por laparatomia ventral. Gomez
obtuvo 46% y 40% de ovocitos en metafase 1l en alpacas donantes

superovuladas con FSH y eCG respectivamente.

Por ofro lado, Ruiz y Correa (2007) maduraron ovocitos de alpaca y llama
durante 27 y 30 h respectivamente en un medio compuesto por TCM-199
suplementado con piruvato de Na 0.2 mM, sulfato de gentamicina 50 ug/mi, FSH
0,02 unidades/m, estrédiol 17-B 1 ug/ml y suero fetal bovino al 10%. Obtuvieron

tasas de 75% y 100% de ovocitos maduros de llama y alpaca respectivamente.

En otro estudio Huanca y col. (2009), utilizando un medio de maduracion
compuesto por TCM-199 suplementado con 10% FCS (viv), 0.5 ug mL™" FSH, 10
pg mL™' hCG, 0.2 mM piruvato de sodio, 50 pg mL™" gentamicina y 1 pg mL™
Estradiol, encontraron 18.9%, 42.9% y 65.8% de ovocitos maduros de alpaca
que llegaron a Metafase Il cuando utilizaron 30, 34 y 38 h de ia cultivo

respectivamente.
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Il. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién de la zona de investigaciéon y muestreo

El trabajo de investigacion se llevé a cabo en las instalaciones del Laboratorio de
Biotecnologias Reproductivas de la Universidad Nacional de Huancavelica -

Ciudad Universitaria, Paturpampa.

Las muestras de ovarios y testiculos de alpaca se colectaron en el Camal
Municipal de Huancavelica situado a 5§ Km de la ciudad, a una altitud de 3680

msnm, con una temperatura ambiental promedio de 11.5°C.
3.2. Poblacion y muestra

La poblacion estuvo conformada por el total de alpacas sacrificadas en el Camal
Municipal de Huancavelica. La muestra se tomé a 352 alpacas de manera no
probabilistica por las caracteristicas de las mismas, para cuyo efecto, se

considerd los criterios: oportunidad y cantidad de beneficios.

Como unidad de muestra se tomo 750 ovarios de alpaca.
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3.3. Maduracion in vitro
3.3.1. Obtencioén de ovarios

Los ovarios se obtuvieron de alpacas sacrificadas en el Camal Municipal de
Huancavelica y fueron recogidos rapidamente tras el desuello de los animales.
Se transportaron al laboratorio en un termo a temperatura ambiente (15-18°C) y
siempre dentro de las dos horas siguientes a la obtencion de los mismos. Una
vez en el laboratorio se lavaron cuatro veces con soluciéon salina fisiologica
(SSF) al 0.9% atemperada a 37°C, para eliminar la sangre y adherencias. Los
ovarios se depositaron en un vaso de precipitado de 50 mi con SSF y se dejé

atemperar a 37°C por 10 minutos.
3.3.2. Recuperacion de ovocitos

Se obtuvo Complejos Ovocito-Cumulo (COCs) de acuerdo al protocolo descrito

por Ratto y col. (2005) con algunas modificaciones.

Se procedi6é al aspirado de los foliculos (2 a 6 mm) mediante agujas 21 G en
jeringas de 10 mi las cuales contenian medio de maduracion (IVM) en una
cantidad de 2 mi, todo esto se procedi6 sobre una platina térmica atemperada a
37.5°C. Luego de la aspiracion, el liquido folicular contenido en la jeringa fue
transportado a la estufa eléctrica por espacio de 5 minutos a 37.5°C para
posteriormente ser depositado sobre placas de Petri (atemperadas y

demarcadas en cuadriculas) e iniciar la seleccion.

Se clasifico y selecciono los COCs utilizando la tabla descrita por Ratto y col.
(2005), categorizandolos del | al IV segun la compactacién del cumulo y el
aspecto citoplasmatico, para lo cual se utiliz6 una micropipeta de 10 pl y una
lupa estereoscopica con un aumento de 20 X, se procedié a hacer la seleccion

en la placa de Petri, manteniendo constante la temperatura.
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Asi se seleccioné sélo los ovocitos de categoria | y |, descartando
inmediatamente aquellos de pequefio tamafio, con cimulus muy oscuros y

aquellos que tenian un citoplasma irregular con areas muy claras 0 muy oscuras.
3.3.3. Maduracién de ovocitos seleccionados

La maduracion de los ovocitos se realizé6 de acuerdo al protocolo descrito por
Ratto y col. (2005) con algunas modificaciones introducidas por Ruiz y col.

(2011),

E! cultivo in vitro de los ovocitos seleccionados como aptos para la maduracion,
se realizd6 en microgotas de 50 yl de medio de maduracién Tisuue Culture
Medium - 199 (TCM-199) suplementado con HEPES 25mM, Piruvato de sodio
0.2 mM, Sulfato de gentamicina 50 ug/ml, FSH 0.02 unidades/mi, Estradiol 17-8
1 pg/ml y Suero Fetal Bovino (FCS del ingles Fetal Calf Serum) al 10% (v/v).

Las microgotas se prepararon en placas de cultivo estériles desechables, de
35x10 mm y se cubrieron con aceite mineral. Seguidamente, las placas se
colocaron en una camara de cultivo a 38.5°C, 5% de CO, y 90% de humedad,
durante 2 h (tiempo de equilibrio) antes de colocar los ovocitos seleccionados.

Posteriormente, se colocaron entre 10 a 15 ovocitos en cada microgota.

La maduracion de los ovocitos se realizé en camara de cultivo a 38.5°C, 5% CO,

y 90% de humedad, durante 24, 28 y 32 h.
3.3.4. Evaluacion del estadio nuclear de los ovocitos

Para visualizar las estructuras cromosomicas se utilizé una metodologia de
fijacién y tincion basada en la técnica descrita por Chang (1951), con algunas

modificaciones.

En primer lugar, se procedi® a limpiar y desengrasar los portaobjetos y

cubreobjetos utilizando una mezcla de etanol (96%) y éter etilico (1:1); luego,
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sobre los cubreobjetos, se colocd una cantidad minima de vaselina comercial a

la misma distancia de las cuatro esquinas del cubreobjetos.

Transcurrido el tiempo de maduracion, los ovocitos seleccionados para la fijacion
y tincion se extrajeron del medio de cultivo y se introdujeron en una solucion de
hialuronidasa 1 mg/ml por 1 minuto, pasado este tiempo se aspiraron
repetidamente con una micropipeta de 20 ul con el objeto de remover
completamente las células del cimulo adheridas a la zona pellcida, para luego

ser lavados en PBS al 1%.

Sobre el portacbjetos se deposité una pequefa gota de PBS en la que fueron
incluidos 5 ovocitos, y sobre ellos se colocéd el cubreobjetos, se presiond

ligeramente hasta contactar con la gota, evitando gue los ovocitos se revienten.

El siguiente paso fue la introduccién del portaobjetos en una cubeta de plastico
que cc;ntenia el fijador Carnoy a 4°C (metanol absoluto:acido acético glacial, 3:1)
durante 24 h para su fijacion. Después de este periodo de tiempo, los
portacbjetos se extrajeron de la solucion de fijacion y se secaron con papel
absorbente. Luego de esto, se cogid el colorante (orceina acética al 1%) con una
micropipeta de 100 ul, y se dejo caer la gota sobre uno de los extremos del
portaobjetos; de esta manera, el colorante pas6é poco a poco por capilaridad, a
través de todo el espacio entre portaobjetos y cubreobjetos hasta llegar al
extremo opuesto, el exceso de colorante se elimind y se dejo reposar por 8
minutos, pasado este tiempo se procedid a decolorar las muestras utilizando una

solucién de glicerol:acido acéticb:agua destilada (1:1:3).

La morfologia nuclear de los ovocitos tefidos se examiné bajo un microscopio
Optico, con objetivo de 40X, para luego ser clasificados en 4 categorias en
funcion a su estadio nuclear: Vesicula Germinal (VG), Vesicula Germinal Rota

(GVBD), Metafase | (M-1) y Metafase Il (Mii).
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3.4. Fecundacion in vitro

3.4.1. Recuperacion y seleccién de espermatozoides

Se colectaron testiculos de alpacas sacrificadas (superiores a 3 cm de diametro),
los que fueron trasladados al laboratorio en termos a una temperatura ambiente

(15-18°C), dentro de las dos horas siguientes a la obtencién de los mismos.

La recuperacion de espermatozoides se realizé de acuerdo al protocolo descrito
por Ratto y col. (2005) con algunas modificaciones, se separd los conductos
deferentes y el epididimo del testiculo, previo lavado de estos con SSF 0.9%
atemperados a 37°C, para posteriormente depositarlos en una placa de Petri y
adicionarles 2 ml de medio Sperm-TALP suplementado con 2 mg/mi de BSA,
piruvato de sodio al 1 mM y sulfato de gentamicina 50 pg/mi, se procedié a

realizar cortes transversales del epididimo y hacer el ordefiado de estos.

Los espermatozoides recuperados se lavaron y seleccionaron mediante la
técnica de swim-up: se colectd y deposité 1 ml del ordefiado del epididimo en un
eppendorf y se lievé a la centrifuga a 1500 rpm por 5 minutos, obteniendo un
pellet en el fondo del eppendorf. Se retird el sobrenadante dejando una minima
cantidad, para posteriormente vortexear y disolver el pellet. E| homogenizado se
colecté con una micropipeta de 100 ul y se deposité en el fondo de un eppendorf
que contenia 1 ml de medio Fert-TALP, luego se llevé a la incubadora a 37°C
durante 30 minutos a 90% de humedad y 5% de CO,, con una inclinacion de 45°.
Pasado los 30 minutos, se colectd el sobrenadante y se deposité en oftro
eppendorf para ser centrifugado a 1500 rpm por 3 minutos, se retiré el
sobrenadante dejando una minima cantidad y se homogenizé, se llevé a la

incubadora por unos minutos hasta su utilizacion.
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3.4.2. Preparacion de los ovocitos

Después del tiempo de maduracion in vitro (24, 28 y 32 h), se solto ligeramente
las células del cimulo mediante agitacion mecanica con una micropipeta de 25
pl. Los ovocitos se lavaron en cuatro gotas de medio Fert-TALP, para luego ser

depositadas en gotas de fecundacion hasta el momento de la inseminacion.

El medio de fecundacion se dispuso en microgotas de 50 pl de Medio Fert-TALP,
en placas de Petri estéries de 35x10 mm. Las microgotas se cubrieron
totalmente con aceite mineral y se equilibraron en la incubadora de CO, a 385
°C por espacio de 2 h antes de iniciar la fecundacién in vitro. En cada microgota

se colocaron 5 ovocitos.
3.4.3. Fertilizacion de ovocitos

La fecundacion in vitro se realizé de acuerdo al protocolo descrito por Ratto y col.
(2005). A cada gota de fecundacion se anadi® 5 pl de suspension de
espermatozoides capacitados, con una concentracion final aproximada de 1.5-
2x10° espermatozoides/ml. Ovocitos y espermatozoides se mantuvieron juntos,

en la incubadora durante 18 h a 38.5°C, 90% de humedad y 5% de CO.,.
3.5. Cultivo in vitro de embriones

El cultivo in vitro de embriones se realizé de acuerdo al protocolo descrito por
Martinez-Diaz y col. (2007). Luego de la inseminacion, los ovocitos se cultivaron
por 7 dias en gotas de 50 pl de Medio Fluido Oviductal Sintético (SOF-IVC)
suplementado con 3 mg/ml de BSA en una incubadora a 38.5°C, 90% de

humedad y 5% de CO,.
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3.6. Evaluacion de los resultados
3.6.1. Clasificacion de ovocitos
Luego de la aspiracion folicular, los Complejos Ovocito-Cumulo (COCs) se
clasificaron de acuerdo a la compactacion del cumulo y su aspecto

citoplasmatico, segun los criterios de Ratto y col. (2005).

Tabla 01. Clasificacion del Complejo Cimulo Ovocito (CCOs) de Alpaca

Categorias Caracteristicas por Categoria

COCs con cumulos de capas multiples (>5 capas),
1 compacto, claro y transparente; citoplasma con

granulacién fina y homogéneo.

COCs parcialmente rodeados por células del cumulo

(entre 2-4 capas) mas osCuros y mMenos

2 transparentes; citoplasma de granulacién mas

gruesa y mas oscura que en la categoria 1.

COCs con cumulo < 1 capa de granulosa o en partes
’ desnudo.

Incluye a los ovocitos con cumulo expandido,
4 parciaimente desnudos o totalmente desnudos;

citoplasma granular.

Fuente. Ratto y col. (2005).

3.6.2. Evaluacion del estadio nuclear de los ovocitos

Luego de la fijacion y tincion de los ovocitos se evaludé las siguientes

configuraciones meidticas, segtin los criterios de Villamediana (1998).

% Ovocitos inmaduros:
e Vesicula germinal (VG): El nucleo del ovocito esta intacto. La membrana

nuclear es visible y la cromatina esta solamente dispuesta alrededor del
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nucleolo, que habitualmente también esta presente. En el resto del
nucleo hay pocas zonas que se tifien con orceina aunque, a veces, la
cromatina se distribuye en grumos que si se tifien.

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

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

¢ Anafase | (A-l): Ocurre cuando los cromosomas, que se encuentran bajo

division o segregacion, se disponen a lo largo del huso acromatico.

% Ovocitos maduros:

o Telofase | (T-I): La posicién de los cromosbmas es terminal, en ambos
polos del huso acromatico. A veces se puede observar la membrana del
primer corpusculo polar, aunque el huso acromatico esté todavia
presente.

¢ Metafase Il (M-ll): En este estadio los cromosomas estan contraidos y
situados en el ecuador del segundo huso acromatico. Ademas, también
se visualizan los cromoéomas correspondientes al primer corpusculo

polar.

% Ovocitos con el material nuclear degenerado
¢ Degenerados (DEG): Todas aquellas estructuras nucleares (que se tifien
con la orceina) que se encuentran dispersas e incompletas, o grandes

zonas vacuolizadas y fragmentadas en el citoplasma del ovocito.
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3.6.3. Evaluacion del desarrolio embrionario

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

se dividio en:

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

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

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

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

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

v Blastocisto protruido (dia 8-9): Aproximadamente entre 200 y 800
células. Los embriones han abandonado la zona pelucida. Su forma

puede ser esférica, con un blastocele bien definido o colapsado.
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3.7. Diseio estadistico

Las diferencias estadisticas de los experimentos (maduracién nuclear de
ovocitos y desarrollo embrionario) fueron comparadas utilizando analisis de
varianza (ANOVA, a=0.05) después de la transformacién arcsen de los datos. Se

utilizé la prueba de Duncan para contrastar la diferencia entre promedios.

E! modelo estadistico a utilizar para describir una observacion fue:

Yi=u+Ti+e

Los componentes del modelo son:

e Y; = observaciones (% VG, GVBD, Ml y Mii; Segmentacién, moérula y
blastocisto)

e p = media general

e T; = efecto de los tratamientos (T1=24h, T2=28h y T3=32h)

e ;= error asociado a cada observacion.
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IV. RESULTADOS
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Figura 01. Porcentaje de recuperacion de ovocitos de
Vicugna pacos "alpaca” luego de la aspiracion folicular.
Camal Municipal de Huancavelica.
(noviembre, 2011 - abril, 2012)

EOvocitos Recuperados & Ovocitos no recuperados
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Fuente: Elaboracion propia
Figura 02. Categorias morfologicas de ovocitos de Vicugna pacos “alpaca™. Microscopio
Optico (Leica CME). Objetivo 20X. 1) Categoria I: Ovocito con células del camulo compacto,
claro y transparente con mas de cinco capas; 2) Categoria I: Ovocito rodeado por células
del camulo, entre dos y cuatro capas 3) Categoria HI: Ovocito parciaimente rodeado por
células de camulo, entre uno y dos capas; 4) Categoria IV: Ovocito desnudo, rodeado sélo

por la zona pelacida.
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Figura 03. Categorizacion morfolégica de ovocitos colectados de
ovarios de Vicugna pacos "alpaca”. Camal Municipal de Huancavelica
{noviembre, 2011 - abril, 2012)
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Figura 04. Porcentaje de ovocitos aptos (OVA) y no aptos
(OVNA) por ovario (OVR) de Vicugna pacos "alpaca".
Camal Municipal de Huancavelica
(noviembre, 2011 — abril, 2012)

EOVA/OVR wOVNA/OVR



Fuente: Elaboracién propia.
Figura 05. Ovocitos de alpaca de categoria 1 y ll clasificados como aptos para la maduracion
in vitro. Microscopio dptico (Leica CME). Objetivo 20X.
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Figura 06. Porcentaje de ovocitos de Vicugna pacos "alpaca” en Metafase
Il (M-1l) después de 24, 28 y 32 h de cultivo in vitro.
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Figura 07. Porcentaje de ovocitos de Vicugna pacos "alpaca™ en estadio de
Metafase | (M), Vesicula Germinal (VG) y Vesicula Germinal Rota (GVBD)
después de 24, 28 y 32 h de cultivo in vitro.
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inmaduros y degenerados después de 24, 28 y 32 h de cultivo in vitro.
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Figura 09. Porcentaje de ovocitos de Vicugna pacos “"alpaca” en
estadio de Metafase Il (M-ll), Metafase | (M-1), Vesicula Germinail Rota
(GVBD), Vesicula Germinal (VG) y degenerados.
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Fuente: Elaboracién propia.

Figura 10. Ovocitos de Vicugna pacos “alpaca” en estadio de Vesicula Germinal {VG).
Tincion con orceina acética al 1%. Microscopio optico (Leica CME). Objetivo 40X. 1-2-3-
4) VG-0: nucléolo evidente y cromatina filamentosa localizada en toda el area; 5) VG-t
nucléolo evidente y cromatina dispuesta en forma de herradura de caballo alrededor
del nucléolo; 6) VG-I nucléolo evidente con cromatina en forma de herradura de
caballo alrededor del nucléolo, pero con algunos agregados de cromatina teiidos.
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Fuente: Elaboracion propia.

Figura 11. Ovocitos de Vicugna pacos “alpaca” en estadio de Vesicula Germinal Rota
(GVBD). Tincién con orceina acética al 1%. Microscopio Optico (Leica CME). Objetivo
40X. GVBD: ausencia de la vesicula germinal, condensacién de cromosomas
bivalentes.
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Fuente: Elaboracion propia.

Figura 12. Ovocitos de Vicugna pacos “alpaca” en estadio de Metafase | (M-l). Tincién
con orceina acética al 1%. Microscopio optico (Leica CME). Objetivo 40X WMH:
Cromosomas dispuestos en el ecuador del huso acromatico 1-2-3) Metafase | vista
frontalmente; 4-5) Metafase | vista lateralmente, es notorio la formacién del huso
acromatico; 6) Placa metafasica completa, presencia de 74 cromosomas (2n=74).
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Figura 13. Ovocitos de Vicugna pacos “alpaca” en estadio de Anafase (A) y Telofase
(T). Tincion con orceina acética al 1%. Microscopio 6ptico (Leica CME). Objetivo 40X.1-
2) Ovocitos en Anafase | con los cromosomas desplazandose hacia los polos del huso
acromatico; 34) Ovocitos en Telofase 1 con los cromosomas en el polo del huso

acromatico.
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Fuente: Elaboracién propia.
Figura 14. Ovocitos de Vicugna pacos “alpaca” en estadio de Metafase Il (M-ll). Tincién
con orceina acética al 1%. Microscopio dptico {Leica CME). Objetivo 40X. Cromosomas
en metafase [l (M) dispuestos en el segundo huso acromatico y presencia del primer
corpuasculo polar {CP).
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Fuente: Elaboracién propia.

Figura 17. Embriones de Vicugna pacos “alpaca” en estadio de segmentacién. Microscopio
invertido {Novel Ningbo XDS-403AT). Objetivo 40X. 1) Embrién de dos células; 2) Embrién
de tres células; 3) Embrién de cuatro células; 4) Embrion de cinco células; 5) Embrién de
seis células; 6) Embrion de mas de ocho células
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Fuente: Elaboracién prd;;ia.
Figura 18. Embriones de Vicugna pacos “alpaca” en estadio de Mdrula. Microscopio
invertido (Novel Ningbo XDS-403AT). Objetivo 40X. 1-2) Méruta temprana; 3-4) Mérula
compacta.
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Fuente: Elaboracion pmﬁia .
Figura 19. Embriones de Vicugna pacos “alpaca” en estadio de blastocisto expandido.
Microscopio invertido (Novel Ningbo XDS-403AT). Objetivo 40X. Notese el aumento de

tamario en un 150% Yy el adelgazamiento de la zona pelucida.
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V. DISCUSIONES

5.1. Recuperacion de ovarios y seleccion de ovocitos

La recuperaciéon de ovarios y la seleccién de ovocitos, representan la etapa
inicial de este proceso. En general, los ovarios recuperados en el Camal,
provienen de hembras de diferentes edades y condiciones fisiolégicas. Asi,
Leibfried y First (1979) demostraron que la capacidad de maduracion in vitro de
ovocitos bovinos no depende del momento del ciclo estral en que son obtenidos
los foliculos. De este modo, en el presente estudio, la recuperacién de ovarios de .
alpacas se realizd del total de hembras sacrificadas en el Camal Municipal de
Huancavelica las que fueron empleados al azar como donantes de ovocitos, para

cuyo efecto, se considerd los criterios: oportunidad y cantidad de beneficios.

La apariencia de la superficie de los foliculos, ha sido propuesta como
una caracteristica importante para la preselecciéon de los ovocitos, permitiendo
mejorar los indices de maduracion y fertilizacion in vitro (Grimes e Ireland,
1986). En los Camélidos Sudamericanos, a parte de los foliculos normal, se ha
descrito la presencia de foliculos quisticos (Bravo, 1997; Sumar, 1983) y
hemorragicos (Adams y col.,, 1991; Tibary y Anouassi, 1997), ambas estructuras
con similitudes y diferencias, pero desconocidas en sus efectos sobre la funcién

reproductiva.
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Sobre la base de estas teorias, en el presente estudio, se seleccionaron y
aspiracion 1551 foliculos de superficie clara provenientes de 173 ovarios (OVR)
de alpaca recolectados del Camal Municipal de Huancavelica, lo que produjo una
cifra media de 89 t 1.22 foliculos por ovario (maximo 30 - minimo 1), se
descarté inmediatamente aquellos que presentaban foliculos quisticos vy
hemorragicos. Por otro lado, del total de foliculos aspirados se recuperaron 862
ovocitos (OVT) (Tabla 01), lo que supone un 56.67% de recuperacién de

ovocitos con respecto al numero total de foliculos ovaricos éspirados (Figura 01).

Diversos autores, sefialan que el nimero total de ovocitos obtenidos por ovario,
varia de acuerdo al método de recoleccion utilizado. De este modo, Del Campo y
col. (1992; 1994) utiizando dos metodologias diferentes de recoleccion de
ovocitos, lograron recuperar para el método de desmenuzado de tejido ovarico
un total de 27 ovocitos por [lama; mientras que con la metodologia de aspiracion
folicular se recuperé 6.4 ovocitos por llama, deduciéndose que la mayor tasa de

recuperacion esta dada por el método de desmenuzado.

Sin embargo, algunos autores (lwazaki y col., 1987; Hamano y kuwayana, 1993)
sefialan que el método de corte, produce la incisién al azar tanto de Ia superficie
ovarica como el interior. Este hecho deriva en liberaciéon de ovocitos de foliculos
menores a 2 mm de diametro, cuya capacidad de maduracion in vitro es menor

en comparacion a los ovocitos obtenidos de foliculos de mayor diametro.

En este estudio se eligid la aspiracion folicular porque se considerd, como factor
muy importante, la rapidez en la obtencion de los ovocitos ya que, este proceso,
exige que las condiciones de temperatura y pH varien lo menos posible desde
gue se obtienen los ovarios hasta que los ovocitos se introduzcan en el medio de

maduracion.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, indican que el nUmero promedio
de ovocitos aspirados por ovario de alpaca fue de 5.04 t 1.27 (Tabla 03). Estos

resultados se ubican en un rango superior a lo informado por Ruiz y col. (2007)
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que reportaron un total de 3.5 COCs/ovario; pero inferior a lo reportado por
Gamarra y col. (2008) que obtuvieron una media de 8.5 ovocitos/ovario de
alpaca. Es importante sefalar que esta variabilidad puede estar motivada por la
experiencia del operador en la coleccién de los ovocitos y a las variaciones

propias de los ovarios (edad del animal, raza y estado reproductivo).

De todos los ovocitos recuperados, en este estudio, se seleccionaron como
aptos (OVA) para la maduracién y fecundacién in vitro un total de 69.24 + 1.54%
(Figura 04), divididos en dos categorias morfolégicos (I y Il) (Figura 02 y 05).
Este valor, es similar al 69% obtenido por Ruiz y col. (2007); pero inferior al 89%
y 81% indicados por Ratto y col (2007) y Gamarra y col. (2008)

respectivamente.

Por otra parte, Leibfried y First (1979) informan que la estructura que presentan
los ovocitos recogidos de los ovarios, brinda la posibiidad de predecir su
capacidad de reiniciar la meiosis. De este modo, dichos autores proponen la
posibilidad de seleccionar los ovocitos basados en su apariencia general (células
del cumulus y apariencia del citoplasma). Asi se ha podido clasificar los COCs
en cuatro categorias (Figura 02) y se ha demostrado que las categorias | y II,
representado por ovocitos rodeados completamente por mas de tres capas de
células del cumulus, asi como la apariencia homogénea y compacta del

ooplasma, tienen la mayor capacidad de maduracién in vitro.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, indican que sobre un total de
862 ovocitos colectados, seleccionados y clasificados, se obtuvieron 19.75 %
4.10% de ovocitos en categoria |, 49.49 + 4.99% categoria Il, 16.64 + 1.41%
categoria Ill y 14.12 £ 1.26% categoria IV, estos dos ultimos fueron considerados
como no aptos (OVNA) para la maduracién y fecundacién in vitro, por su baja
viabilidad en el desarrollo embrionario (Tabla 02 y Figura 03). Estos valores
difieren con el trabajo reportado por Ramos (2009), posiblemente debido a que

en dicho trabajo el tamafio de muestra fue bajo. Otros autores (Mendoza y col.,

65



2008), utilizaron también diferentes categorias morfoldgicas, principalmente la 1y

Il sin mostrar resultados de la seleccion y clasificacion.

El nimero de ovocitos aptos y no aptos por ovario fue de 3.49 + 0.87 y 1.56 1
0.41 respectivamente (Tabla 03). La relacion existente entre los ovocitos aptos y
no aptos por ovario obtenido, esta directamente relacionada con las tres
variables involucradas: recoleccion y transporte de los ovarios, métodos e
instrumental empleados para la obtencion de los ovocitos y el correcto criterio
empleado para su seleccion. En este sentido, el entrenamiento adecuado del
operador, la calidad y procedencia del material originario (ovarios) son

importantes a la hora de evaluar resultados.

El analisis estadistico (media y desvio estandar) de los caracteres analizados
(OVT/OVR, OVA/OVR y OVNA/OVR), indica que no existen diferencias
significativas (p>0.05) entre las 8 réplicas (Tabla 03).

5.2. Evaluacion del estado nuclear de los ovocitos

Como se ha sefalado en la primera parte, el objetivo de este estudio fue
determinar el tiempo Optimo de maduracion nuclear in vitro de ovocitos de

alpaca, dada la escasez de literatura existente al respecto.

La informacion concerniente a este tema, indica que la maduracion de ovocitos
de mamiferos esta implicada estrechamente en tres sucesos importantes: la
progresion meibdtica, la regulacion de la penetracion espermatica y la
descondensacion de la cabeza del espermatozoide (Swain y Smith, 2007). Por
todo esto, la adquisicion de la capacidad de desarroilo por parte de los ovocitos
madurados in vitro es un factor fimitante para que se puedan alcanzar con éxito

las fases de fecundacion, division y desarrollo embrionario (Eppig y col., 1994).

Otra de las causas resaltantes de la importancia de determinar el tiempo 6ptimo

en la maduracién in vitro de ovocitos se ilustra, también, mediante los resultados
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de los estudios en animales que muestran que el envejecimiento de ovocitos
puede ser la causa de la fertilidad reducida si la .inseminacién in vivo se retrasa
(Hunter, 1989). Ademas, el retraso de la inseminacion in vitro se ha asociado con
la capacidad del ovocito de ser fertilizado pero no llegar a desarrollarse hasta
estados embrionarios superiores, esto como resultado de los trastornos en los

granulos corticales y los microtubulos (Long y col., 1994).

En cuanto al criterio de maduracion nuclear, diversos autores han considerado,
como ovocito maduro, aquel que se encuentre en el estadio de metafase II.
Algunos trabajos designan como ovocitos madurados a aquellos en los que se
produjo la desaparicion de la vesicula germinal (GVBD), incluyendo los estadios
de GVBD, metafase |, Anafase | y Telofase |, ademas de la metafase Il (Dekel y
Scherizly, 1985; Feng y col, 1988; Downs y col, 1988, Downs S. 1989;
Armstrongy col,, 1991; Brucker y col., 1991). Sin embargo, en este estudio, se
establecid el criterio de maduracion de ovocitos en el estadio de metafase Il, ya
que es el estadio al que tiene que llegar el ovocito antes de la fecundacion en
condiciones in vivo y, por lo tanto, el mas apropiado para valorar, con la maxima

certeza, el éxito de la progresion meidtica durante la maduracion in vitro.

En el presente estudio se evalulé el efecto del tiempo de maduracion in vitro
sobre el porcentaje de maduracion nuclear de ovocitos de alpaca,
estableciéndose para esto, tres tiempos de cultivo especificos: 24, 28 y 32 h; de
esta manera, se pudo obtener los valores porcentuales del total de ovocitos en
cada estadio meidtico alcanzado (Vesicula Germinal, Vesicula Germinal Rota,
Metafase | y Metafase Il) (Tabla 04 y 05). Asi se observd que, tras 32 h de
cultivo, la tasa de maduracidon nuclear en estadio de metafase Il (ovocitos
maduros) (Figura 14) alcanzé un 65.08 + 10.69%, seguida de un 50.33 £ 5.17%
a las 28 h y finalmente un 46.33 + 8.45% a las 24 h de cultivo in vitro (Figura 06).
En cuanto a la media porcentual de ovocitos inmaduros en el estadio de

metafase 1 (M-I) (Figura 12) se observé una disminucién gradual hacia el mayor
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tiempo de cultivo, es decir, disminuy6 de un 40.71 £ 11.64% (24 h) aun 2242 +
8.48% (32 h) (Figura 07 y 08). Para los ovocitos en estadio de Vesicula Germinal
(VG) (Figura 10), Vesicula Germinal Rota (GVBD)(Figura 11) y degenerados, se
obtuvo una tasa promedio de 3.13%, 1.85% y 7.57% respectivamente;

notandose una tendencia paralela en los tres tiempos de cultivo (Figura 07).

Existen pocas publicaciones sobre este tema. Huanca y col. (2009), utilizando
tres tiempos para la maduracién in vitro de ovocitos en medio TCM-199
suplementado con FCS 10% (viv), FSH 0.5 mg/ml, hCG 10 ml/g, 0.2 mM de
piruvato sédico, 50 mg/ml de gentamicina y 1 mg/ml estradiol, lograron obtener
18.9%, 42.9% y 65.8% de ovocitos en metafase Il (M-ll) a las 30, 34 y 38 h de
cultivo, respectivamente. Asi mismo, Condori y col. (2010) utilizando 42 h de
maduracion in vitro de ovocitos en medio TCM-199 suplementado con 10% FCS,
10 mg/ml de hCG, 0.2 mM piruvato de sodio, 50 mg/ml de gentamicina, 1 mg/mi
de estradiol y 0.5 mg/ml de FSH, obtuvieron 64.9% de ovocitos que alcanzaron

el estadio de metafase |i.

Comparando dichas investigaciones con los resultados obtenidos en este
estudio, se observé una diferencia marcada en el porcentaje de maduracién
nuclear de ovocitos (M-1l) a las 28 y 32 h. Notandose que los resultados que se
presentan en este estudio superan altamente a los valores obtenidos por Huanca
y col. (2009), pero se asemejan al resultado obtenido por Condori y col. (2010).
Probablemente estas diferencias se deben a factores como: caracteristicas de
las hembras sacrificadas en el camal, el tiempo de transporte de las muestras al
laboratorio y, sobre todo, a la seleccién y clasificacién de ovocitos recogidos tras
la puncién folicular; se descarta la posibilidad de la influencia del medio de
maduracién, pues en los dos estudios se utilizaron los mismos componente para

su preparacion.

Otros autores han evaluado la tasa de maduracién in vitro de ovocitos de alpaca,

luego de la superovulacién de hembras con FSH y eCG. Gémez y col. (2002),
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utilizando 26 h para la MIV de ovocitos recuperados por laparotomia ventral,
obtuvieron 46% (FSH) y 40% (eCG) de ovocitos en metafase Il. Ratto y col.
(2007) mejord los resultados obtenidos por Gémez alcanzando 82% y 64% de

ovocitos en metafase Il para los mismos tratamientos superovulatorios.

En otra especie de Camélidos Sudamericanos, especificamente en llamas (Lama
glama), Del Campo y col. (1992), utilizando un tiempo de 36 h de maduracién in
vitro, obtuvieron 62% de ovocitos en estadio de metafase [l. En otra
investigacion, Del Campo y col. (1994) luego de 30 h de MIV, obtuvieron 30% de
ovocitos en metafase [l. Asi mismo, Ratto y col. (1999) utilizando un protocolo
similar a las anteriores investigaciones mejoraron sustantivamente los
resultados. En este trabajo evaluaron 26, 30 y 36 h de maduracion in vitro de
COCs, obteniendo 58%, 73% y 75% de ovocitos que alcanzaron el estadio de
metafase Il. Por otro lado, Miragaya y col. (2002) utilizaron un tiempo de 27-30 h
para la maduracién de COCs, obtuvieron 62% y 74% de ovocitos en metafase I,
recuperados sin superovulacion y con superovulacion respectivamente. En otro
estudio, Ratto y col. (2005), encontraron 77.7%, 80.6% y 80.4% de ovocitos
maduros cuando utilizaron 28, 30 y 36 h para la MIV. Por otro parte, Sansinema
y col. (2003) introduciendo LH en su protocolo de maduracion, obtuvieron 52%
de ovocitos maduros. Posteriormente el mismo grupo de investigacion
(Sansinema y col., 2007) utiizé6 un medio diferente para la MIV (TCM-199, 5
yg/ml de FSH, 10 pg/ml de LH, 10 mg/mi »de EGF, 10 mg/ml de IGF-1 y 1 pg/ml
de estradiol y 10% de FCS) mejorando su anterior resultado con 74% de

ovocitos en metafase Il luego de 30 h de MiV.

El estudio estadistico de las variables analizadas en la maduracion in vitro de
ovocitos, demuestra que no existen diferencias significativas entre los dos
primeros tiempos 24 y 28 h, pero si a las 32 h de cultivo. Estos resultados
indican que el tiempo éptimo para la maduracion in vitro de ovocitos de alpaca,

en este estudio, es de 32 h.
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5.3. Fertilizacion y evaluacion del desarrollo embrionario in vitro

Una vez conseguida la maduracion in vifro de los ovocitos, una de las formas
mas eficaces, para demostrar si dicha maduracién se produjo correctamente, es
comprobar la capacidad de estos ovocitos para ser fecundados in vitro y

alcanzar con éxito las fases de division y desarrollo embrionario.

La mayoria de los trabajos realizados en fertilizacién in vitro de Camélidos
Sudamericanos, utilizan semen epididimario para el cocultivo con los ovocitos
madurados in vitro. El procesamiento del semen incluye el lavado, la seleccion y

la capacitacion de las células espermaticas.

En el presente estudio, se ha realizado el lavado del semen epididimario por
medio de centrifugaciones consecutivas a 1500 rpm, y utilizando la técnica de

Swim-up se seleccionaron y capacitaron espermatozoides.

Referente al cocultivo, Ling y Lu (1990) informaron que pueden cocultivarse
hasta 50 ovocitos por microgota de 50 ml de medio de cultivo sin que ello
signifique reducir los porcentajes de fertilizacion in vitro. Asi mismo, Saeki y col.
(1995) analizaron el efecto de la concentraciéon espermatica sobre los resultados
obtenidos en la fertilizacion in vitro de ovocitos. Estos autores, demostraron que
el incremento en la concentracion espermatica de 10* espermatozoides/ml a 10°

espermatozoides/mi por cada 10 ovocitos favorece los indices de fertilizacion.

Sobre la base de estas investigaciones, en este estudio se ha empleado una
relacion de 10 a 15 ovocitos/gota y 1.5 - 2 x 10° espermatozoides/mi, teniendo
en cuenta que se ha utilizado los resultados de la especie bovina como
referencia, pues no existe bibliografia alguna sobre estos estudios en Camélidos

Sudamericanos.

Se ha sugerido que el tiempo 6ptimo de incubacion de los ovocitos con los

espermatozoides para lograr la maxima tasa de fertilizacion, tras la maduracioén
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in vitro y fertilizacion in vitro, sea de 18 a 20 h (Long y col,, 1993). Del mismo
modo Rehman y col. (1994), sugieren un tiempo de incubacién de 24 h,
destacando que periodos menos a 16 h pueden resultar en una reduccién de la

tasa de fertilizacion.

En Camélidos Sudamericanos se ha observado que la mayoria de autores utiliza
18 h para la coincubacion de ovocitos con espermatozoides (Del Campo y col.,
1994; Mendoza y col., 2008; Huanca y col,, 2009; Berland y col., 2010). Es asi

que en este estudio se optd por seguir utilizando las 18 h de incubacioén.

Luego del proceso de fecundacién in vitro, los supuestos cigotos fueron pasados
al medio Fluido Oviductal Sintético (SOF-IVC) suplementado con 3 mg/ml de

BSA e incubados durante 7 dias, para luego evaluar el desarrolio embrionario.

Hay varios parametros para evaluar el desarrollo embrionario. Rose y Bavister
(1992) proponen como criterio de evaluacion del desarrollo embrionario, el
estudio de la morfologia y el progreso en el desarrollo; asimismo, relacionan
estos pardmetros con la cantidad de células que componen los embriones en

estadios avanzados del desarrollo (mérulas y blastocistos).

Basado en este criterio, se ha determinado las 48 h post-inseminacion para la
obtencién de embriones en segmentacidn (4 a 8 células), las 96 h para la
obtencién de embriones en moérula (16 a 64 células) y los 7 dias para la
obtencién de embriones en blastocisto (mas de 64 células). Todos estos
estadios de desarrollo fueron evaluados para cada periodo de maduracion in

vitro (24, 28 y 32 h) de los ovocitos que fueron inseminados.

En este estudio el porcentaje de embriones divididos, del total de ovocitos
inseminados fue de 41.55 + 3.65%, 47.54 + 2.91% y 60.17 + 3.09% de ovocitos
madurados in vitro a 24, 28 y 32 h respectivamente (Tabla 06, Figura 15y 17). Y
el porcentaje de blastocisto, que se obtuvo del total de embriones divididos, fue
de 11.03 £ 2.08%, 14.19 £ 1.70% y 17.02 + 2.14% de ovocitos madurados a 24,
28 y 32 h respectivamente (Figuran16 y 19).
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Estos porcentajes superan ampliamente a los reportados por: Huanca y col.
(2009) que utilizando tres tiempos para la maduracién in vitro de los ovocitos,
previo a la fertilizacion, obtuvieron una tasa de division del 9.5%, 7.7% y 15.4%
(p< 0,05), para 30, 34 y 38 h respectivamente. Condori y col. (2010) utilizando 42
h para la maduracion in vitro de ovocitos, obtuvieron una tasa de division y
blastocisto del 39.1% y 13.6% respectivamente. Ochante R. (2010) obtuvo una
tasa de division del 19.28%, 21.86%, 1.86% y 0.29% de ovocitos madurados a
24,26, 48, 72 h respectivaménte.

En otras investigaciones, Gamarra y col. (2008) utilizando 30 h de maduracién in
vitro de ovocitos de alpaca, e inseminandolos con espermas
congelados/descongelados, obtuvieron 21.7% (71/262) de divisiébn a las 72
horas, 29% (21/71) de moérulas y blastocistos a los 5 dias y 4.22% (3/71) de
blastocistos eclosionados a los 7 dias de incubacibn en medio SOF
suplementado. Por otro lado, Mendoza y col,. 2008, utilizando 25 h de
maduracion in vitro de ovocitos de alpaca y fertilizandolos con espermatozides
epididimarios recuperados por dos métodos (Gradiente de Percoll y Swim-up),
obtuvieron 36.0% y 43.9% de segmentacién, y 6.3% y 6.9% de blastocistos para

Percoll y Swim-up respectivamente.

El analisis estadistico, muestra que los porcentajes de segmentados y
blastocistos, difieren significativamente (p<0,05) en los tres tiempos (24, 28 y 32
h) de maduracion in vitro, pero no asi, para los porcentajes de mérulas donde no
existen diferencias significativas (p>0.05). De todos estos resultados, concluimos
que el tiempo de maduracién in vitro requerido para que el ovocito adquiera la

maxima capacidad de desarrollo embrionario es de 32 h de cultivo.
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VI. CONCLUSION

El tiempo 6ptimo para la maduracién nuclear y la adquisicidn maxima de la
capacidad de desarrollo embrionario in vitro, de ovocitos de alpaca, fue de 32

horas, bajo las condiciones del presente estudio.
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VIl. RECOMENDACIONES

Antes de la preparacion de los medio de cultivo deben revisarse
cuidadosamente cada uno de los componentes, con el objetivo de
descartar la presencia de contaminantes.

En el proceso de preparacion de medios de cultivo, debe tomarse en
cuenta el valor del pH, pues un desequilibrio de éste involucraria un
efecto negativo en el desarrollo celular y embrionario.

Durante el proceso de maduracion y fecundacién in vitro los cuidados
asépticos deben ser rigurosos para permitir un cultivo libre de
microrganismos.

Para trabajos posteriores se debe tomar en cuenta las caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas de la hembra (edad, raza, procedencia, etc).
Se requiere de un mayor estudio de la progresiéon meidtica, ampliando los
rangos de tiempo, para afirmar ios resultados obtenidos en este estudio.
Se debe continuar con estos trabajos de investigacion, con el objetivo de
permitir la estandarizacién de parametros para el avance y aplicacion de

biotecnologias reproductivas en Camélidos Sudamericanos.
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ANEXO N° 1. MEDIOS UTILIZADOS PARA LA MADURACION in vitro DE
OovOocCITOS

A) TCM-199 de trabajo o stock para IVM

Componentes Cantidad/50 mi
TCM-199 polvo(M 5017) 0.75 g
NaHCO3 011 g
HEPES 0.298 g ,
Agua mili Q completar hasta 50 mi

" Duracién un mes a 4° C.

B) Suplemento del medio de IVM

Componentes Concentracion Volumen/10 mi
TCM-199 de trabajo 90% 9ml
FCS 10% 1ml
FSH' 0.02 unid./mi 10 pl (stock)
Piruvato de sodio? 0.2mM 20 pl (stock)
Gentamicinas 50 pg/mi 10 pl (stock)
Estradiol 17-p* 1 ug/mi 10 pl (stock)

Usar dentro del dia de preparacién

1. FSH stock: 20 A.U. FSH/1000 pl de suero fisiologico.

2. Piruvato de sodio stock: 11 mg acido pirtivico/1000 yl de suero fisiologico.

3. Gentamicina stock: Sulfato de gentamicina 50 mg/1000 pl de suero fisioldgico.
4. Estradiol stock: Estradiol 17-B 5 mg/5000 pl de etanol absoluto.

C) Insulina stock

Componentes  Cantidad/100 mi

Acido acético 10
Insulina 1 mg
_Agua Mili Q 1ml

ANEXO N° 2. MEDIOS UTILIZADOS PARA LA FECUNDACION in vitro DE
OvOoCITOS

A) Medio SP-TALP (medio de lavado y capacitacion de espermios)

Componente  Concentraciéon 100 mi (mg) ul stock sales

NacCl 100 mM 584.4 mg 2500 ul-4 M
KCl 3.1 mM 231 mg 310 -1M
NaHCO3 25mM 210 mg --
NaH2PO4 0.3mM 3.6 mg 300 ul-0,1M
Lactato de Na 21.6 mM 368 ul -
Ca Ci2x 2H20 2mM 29.4 mg 200 ul-1M
MgCli2x6H20 0.4mM 8.1 mg 399 ul-0,1 M
HEPES 10 mM 238 mg -
Rojo Fenol (1%) 100 ul;  (0.5%) 200 ul -

Titular pH = 7,4, Mantener refrigerado (15 a 30 dias)
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B) Suplemento de medio SP-TALP

SUPLEMENTO : Para 10 ml de Medlo
(agregar antes de filtrar para usar)

Piruvato Na 1.0 mM 10 ul
Gentamicina 50 pg/mi stock 10 ul
BSA F V (A-8022) 6 mg/ml

Filtrar 0,22 pm
Incubar al menos 2 horas antes de usar

C) Medio TALP-HEPES (Medio de lavado de ovocltos)

Componente (mM) Concentracion 100 mi(mg) ul stock sales

NaCl 114 mM 666 mg 2849 ul-4 M
KCl 3.2mM 23.8 mg 319 ul-1M
NaHCO3 2mM 16.8 mg --
NaH2PO4 0.4 mM 48 mg 400 pl-0,1 M
Lactato de Na 10mM 187 ul ' -
Ca CI2 x 2H20 2mM 294 mg 200 -1 M
Mg CI2 x6H20 0.5mM 10 mg 492 ul-0,1M
HEPES 10 mM 238 mg -
Rojo Fenol - (1%) 100 yl; (0,5%) 200 ul

Titular pH = 7,4, Mantener refrigerado (15 a 30 dias)

D) Suplemento para TALP-HEPES

SUPLEMENTO: Para 10 ml de medio
(agregar antes de filtrar para usar)

Piruvato Na 0.2 mM 10 ul
Gentamicina 50 pg/m! stock 10 ul
BSA F V (A-8022) 30 mg
Filtrar 0.22 ym

Temperar antes de usar

E) Medio FERT-TALP (Medlo de fecundacion)

con('?non:)e nte Concentraclon 100 mi (mg) ul stock sales
NacCl 114 mM 666 mg 2849 pyl-4 M
KCl 3.2mM 238 mg 319ul-1 M
NaHCO3 256mM 210 mg -
NaH2PO4 0.4 mM 4.8mg 400 u1-0,1 M
Lactato de Na 10 mM 187 ul --
Ca CI2 x 2H20 2mM 29.4 mg 200 pl-1M
Mg CI2 x 6H20 0.5mM 10 mg 492 u1- 01 M
HEPES = 238 mg -
Rojo Fenol -- (1%) 100 pl; (0,5%) 200 ul
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Titular pH = 7,4, Mantener refrigerado (15 a 30 dias)

F) Suplemento para FERT-TALP

SUPLEMENTO: Para 10 ml de medio
(agregar antes de filtrar para usar)

Piruvato Na 0.2 mM
Gentamicina 50 ug/ml stock
BSA Sigma (A-6003)

6 mg/ml

Filtrar 0.22 ym
Temperar antes de usar
Al inseminar agregar heparina

G) Medio SP-TALP para recuperacion de espermatozoides

SP-TALP 10x

(Medio utilizado para preparar gradiente de Percoll)

Componente 25 ml (mg) Ml stock sales
NacCl 6250 yl

KCI 57.75 mg 775 pl-1 M
NaH2PO4 9mg 750 pt-0,1 M
Ca ClI2 x 2H20 73.5mg 500 pyl-1M
Mg CiI2 x 6H20 20.25 mg 998 pl -0,1M
HEPES 585 mg

Mantener refrigerado (1 a 2 meses)

H) Stock A

Componentes Concentracién Cantidad/100 ml

Cantldad/50 mi

NacCl 107.7 mM 6.294 g
KCI 7.16 mM 0.534 g
NaH,PO, (2H.0) 1.19 mM 0.162 g
CacCl; (2H.0) 1.71 mM 02514 g
MgCl. (2H.0) 0.49 mM 0.0996 g

Y A - 100
Agua mill Q _ Completar hasta

100 ml

3147 g
0267 g

0.081g
0.1257
0.0498 g

50 pl

completar hasta

50ml

Duracion un mes a4° C
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) Stock B

Componentes Concentracion Cantidad/100 mi Cantidad/50mi
NaHCO; 37 mM 13g 065¢g
Rojo fenol _
(0,5%) 100 pi 50 pl

- Completar hasta Completar
Agua mili Q 100 ml hasta 50 ml

Duraciéon un mes a4° C

J) Fluido Sintético del Oviducto Modificado, mSOF

Componentes Concentracion Volumen /100 mI Volumen /50 mi
Stock A - 10.0 ml 5.0ml
Stock B - 16.2 ml 8.1ml
Piruvato de Sodio 0.33 mM 3.6 mg 1.8 mg
L-glutamina 1 mM 14.6 mg 7.3mg
Glucosa 1mM 18 mg 9.0 mg
Glicina 5mM 375 mg 18.75 mg
Taurina 5mM 625 mg 31.25 mg
'ég,‘,zt?m de sodio 33mM 47 ul (stock) 23ul (stock)
BME? 50 x 2mi 1 ml
MEM? 100 x 1ml 0,5ml
Insulina® 10 pg/mi 100 pl (stock) 50ml (stock)
Sulfato de
gentamicina® 50 pg/mi 100 i (stock) 50mi (stock)

- Completar hasta completar hasta
Agua mili Q 100 ml 50m|
BSA Sigma A-6003 3 mg/mi --- -

Duracién unasemanaa4°C

1. Lactato de Sodio stock: 600 ul lactado de sodio/400 pl de agua Mili Q.
2. BME: 12 aminoacidos esenciales para medio base Tagle.
3. MEM: 7 aminoacidos no esenciales para medio esencial minimo.
4. Insulina stock: insulina 1 mg/10 pl acido acético/1000 pl de agua Mili Q.
5. Gentamicina stock: Sulfato de gentamicina 50 mg/1000 pl de suero fisiologico.

K) Solucion de Hialuronidasa

Componentes Cantidad/10ml
PBS (-) 10x o Sof Hepes 1 ml
Agua mili Q 9mli
Hlaluronidasa 10 mg

Almacenar a -20°C alicuotas de 0.5ml
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ANEXO N° 3. MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORATORIO

T _—

‘Fotografia 1. Medios de cultivo (TCM-199, Fert-  Fotografia 2. Componentes de los medios de
TALP, Sperm-TALP y SOF-IVC). cultivo (sales y stock de trabajo).

Fotografia 3. Aspiracion folicular de ovarios de  Fotografia 4. Placa de Petri con microgotas de
alpaca. Jeringa de 10 ml con aguja21G___medio TCM-199 cubiertas con aceite mineral.
. s ~—r— e .

Fotografia 5. Montaje de ovocitos en el 'Fotografia 6. Coloracién de ovocitos con
portaobjetos (vaselina, estilete, cubreobjetos). orceina acética al 1%
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. [ ——— T
Fotografia 9. IS¢ neoscreosc Lavomet CSM2

con Platina Termiica.

g, ..

Fotografia 11. latina termica Neovet.

Fotografia 13. Micropipetas de 10, 100 y 1000y

98

\

'iﬁ m: M
3 Fotografia 8. Técnica

s

de Swim-up.

Fotografia 10. Microscopio invertido trinocular
Novel Ningbo XDS-403AT.

Fotografia 12. Refﬁgeradora con to medios de
cultivo, hormonas y soluciones de trabaio.

Fotografia 14. Estufa Cimatec




Mﬂgﬂ!lﬁw""ﬁf‘v“'.
| =T B

Fotografia 13. Incubadora de CO, THERMO Fotografia 11. Camara de Flujo laminar ESCO.
3310 HEPA CLASS 100

T B )

i , ‘ R o




ANEXO 4. ANALISIS ESTADISTICO DEL PORCENTAJE DE OVOCITOS DE

ALPACA EN ESTADIO DE VESICULA GERMINAL (VG)

Cuadro 4.1. informacion de nivel de clase

Clase Nivel Valores
Repeticiones 10 12345678910
Tratamientos 3 ABC
Numero de observaciones leidas 30
Namero de observaciones usadas 30

Cuadro 4.2. Analisis de varianza

Variable Dependiente: Vesicula Germinal

Suma de Media
Fuente DF cuadrados | cuadratica F-Valor | Pr>F
Modelo 2 | 0.00094850 | 0.00047425 0.03 0.9733
Error 27 | 0.47202815 | 0.01748252
Total corregido | 29 | 0.47297665

Cuadro 4.3. Coeficiente de determinacion, coeficiente de variacion, raiz
MSE y media de la variable

. Media: Estadio de
R-cuadrado Cosg::_;e;gide Raiz MSE maduracioén en
' Vesicula Germinal
0.002005 103.3822 0.132221 0.127896

Cuadro 4.4. Test de rango miiltiple de Duncan

Nota: Este test controla el tipo y el indice de error de las
comparaciones, no el indice de error experimental.

Alpha 0.05
Grados de libertad del error 27
Cuadro medio del error 0.017483

Cuadro 4.5. Rangos criticos y nimero de medias

Nota: Los tamarios de las celdas no son igual
NUmero de medias 2 3
Rango critico 1213 1275

Cuadro 4.6. Comparacion de medias a través de la prueba de Duncan

Horas de N°de MEDIA AGRUPAMIENTO
Maduracién | observaciones DUNCAN

24 horas 10 0.12932 A

28 horas 10 0.12041 A

32 horas 10 0.13396 A

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Cuadro 4.7. Transformacién arco seno (arcsen) de los porcentajes

Horas de Arcsen
Observ. maduracién Repet. | %VG %

1 24 h 1 0.00 0.00000
2 24 h 2 5.56 0.23804
3 24 h 3 0.00 0.00000
4 24 h 4 6.67 0.26122
5 24 h 5 0.00 0.00000
6 24 h 6 0.00 0.00000
7 24 h 7 5.00 0.22551

8 24 h 8 541 023474
9 24 h 9 2.89 0.17083
10 24 h 10 2.63 0.16289
11 28 h 1 7.14 0.27049
12 28 h 2 6.90 0.26580
13 28 h 3 0.00 0.00000
14 28 h 4 0.00 0.00000
15 28 h 5 455 0.21496
16 28 h 6 0.00 0.00000
17 28 h 7 0.00 0.00000
18 28 h 8 5.88 0.24493
19 28 h 9 426 0.20789
20 28 h 10 0.00 0.00000
21 32h 1 435 0.21011

22 32 h 2 0.00 0.00000
23 32h 3 9.09 0.30626
24 32 h 4 5.56 0.23804
25 32h 5 3.85 0.19750
26 32h 6 0.00 0.00000
27 32h 7 14.29 | 0.387666
28 32h 8 0.00 0.00000
29 32h 9 0.00 0.00000
30 32h 10 0.00 0.00000
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ANEXO 5. ANALISIS ESTADISTICO DEL PORCENTAJE DE OVOCITOS DE
ALPACA EN ESTADIO DE VESICULA GERMINAL ROTA (VGDB)

Cuadro 5.1. Informacion de nivel de clase

Clase Nivel Valores
Repeticiones 10 12345678910
Tratamientos 3 ABC
Nimero de observaciones leidas 30
Nimero de observaciones usadas 30

Cuadro 5.2. Analisis de varianza

Variable Dependiente: Vesicula Germinal Rota

' Suma de Media
Fuente DF cuadrados | cuadratica F-Valor Pr>F
Modelo 2 | 0.00364040 | 0.00182020 0.14 0.8683
Error 27 | 0.34612227 | 0.01281934
Total corregido | 29 | 0.34976267

Cuadro 5.3. Coeficiente de determinacion, coeficiente de variacion, raiz
MSE y media de la variable

. Media: Estadio de
R-cuadrado C°§2:’if:i?nde Raiz MSE maduracion en
Vesicula Germinal
0.010408 1331618 0.113223 0085026

Cuadro 5.4. Test de rango multiple de Duncan

Nota: Este test controla el tipo y el indice de error de las
comparaciones, no €l indice de error experimental.

Alpha 0.05
Grados de libertad del error 27
Cuadro medio del error 0.012819

Cuadro 5.5. Rangos criticos y nimero de medias

Nota: Los tamafios de las celdas no son igual
Numero de medias 2 3
Rango critico 1039 1092

Cuadro 5.6. Comparacioén de medias a través de la prueba de Duncan

Horas de N° de MEDIA AGRUPAMIENTO
Maduracion | observaciones DUNCAN

24 horas 10 0.07234 A

28 horas 10 0.08920 A

32 horas 10 0.08354 A

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Cuadro 5.7. Transformacion arco seno (arcsen) de los porcentajes

Horas de ° Arcsen
Observ. maduracion Repet. | %VG %

1 24 h 1 0.00 0.00000
2 24 h 2 0.00 0.00000
3 24 h 3 0.00 0.00000
4 24 h 4 0.00 0.00000
5 24 h 5 0.00 0.00000
6 24 h 6 0.00 0.00000
7 24 h 7 5.00 0.22551
8 24 h 8 2.70 0.16507
9 24 h 9 286 0.16993
10 24 h 10 263 0.16289
11 28 h 1 0.00 0.00000
12 28 h 2 0.00 0.00000
13 28 h 3 10.00 | 0.32175
14 28 h 4 0.00 0.00000
15 28 h 5 0.00 0.00000
16 28 h 6 6.67 0.26122
17 28 h 7 5.00 0.22551
18 28 h 8 0.00 0.00000
19 28 h 9 0.00 0.00000
20 28 h 10 333 0.18351
21 32 h 1 0.00 0.00000
22 32h 2 0.00 0.00000
23 32h 3 6.06 0.24873
24 32 h 4 0.00 0.00000
25 32 h 5 3.85 0.19750
26 32h 6 417 0.20565
27 32h 7 0.00 0.00000
28 32 h 8 333 0.18351
29 32 h 9 0.00 0.00000
30 32 h 10 0.00 0.00000
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ANEXO 6. ANALISIS ESTADiSTICO’ DEL PORCENTAJE DE OVOCITOS DE
ALPACA EN ESTADIO DE METAFASE | (M-)

Cuadro 6.1. Informacion de nivel de clase

Clase Nivel Valores

Repeticiones 10 12345678910

Tratamientos 3 ABC

Numero de observaciones leidas 30

Numero de observaciones usadas 30

Cuadro 6.2. Analisis de varianza
Variable Dependiente: Metafase |
Suma de Media
Fuente DF cuadrados | cuadratica F-Valor | Pr>F

Modelo 2 | 0.24036301 | 0.12018150 8.02 0.0011
Error 27 | 0.36380474 | 0.01347425
Total corregido | 29 | 0.60416774

Cuadro 6.3. Coeficiente de determinacion, coeficiente de variacion, raiz
MSE y media de la variable

Coeficiente de . Media: Est.a,dio de
R-cuadrado Variacion Raiz MSE maduracion en
Vesicula Germinal
0.397842 18.99590 0.116079 0.611072

Cuadro 6.4. Test de rango miiltiple de Duncan

Nota: Este test controla el tipo y el indice de error de las
comparaciones, no el indice de error experimental.

Alpha 0.05
Grados de libertad del error 27
Cuadro medio del error 0.013474

Cuadro 6.5. Rangos criticos y nimero de medias

Nota: Los tamanos de las celdas no son igual
Numero de medias 2 3
Rango critico 1065 1119

Cuadro 6.6. Comparacion de medias a través de la prueba de Duncan

Horas de N°de MEDIA AGRUPAMIENTO
Maduracion | observaciones DUNCAN

24 horas 10 0.68582 A

28 horas 10 0.66218 A

32 horas 10 0.48522 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Cuadro 6.7. Transformacioén arco seno (arcsen) de los porcentajes

' Horas de o Arcsen
Observ. maduracién Repet. | %VG %

1 24 h 1 50.00 | 0.78540
2 24 h 2 4444 | 072968
3 24 h 3 10.00 | 0.32175
4 24 h 4 40.00 | 068472
5 24 h 5 50.00 | 0.78540
6 24 h 6 50.00 | 0.78540
7 24 h 7 40.00 | 068472
8 24 h 8 4054 | 069022
9 24 h 9 40.00 | 068472
10 24 h 10 42 11 0.70617
11 28 h 1 35.71 | 064048
12 28 h 2 31.03 | 059082
13 28 h 3 30.00 | 057964
14 28 h 4 63.64 | 092355
15 28 h 5 31.82 | 059933
16 28 h 6 40.00 | 068472
17 28 h 7 35.00 | 063305
18 28 h 8 41.18 | 068673
19 28 h 9 3404 | 062296
20 28 h 10 36.67 | 0.65047
21 - 32h 1 26.09 | 053610
22 32 h 2 2500 | 052360
23 32h 3 6.06 0.24873
24 32 h 4 27.78 | 0.55515
25 32 h 5 15.38 | 0.40299
26 32h 6 16.67 | 0.42058
27 32h 7 35.71 064048
28 32h 8 20.00 | 046365
29 32h 9 21.05 | 047665
30 32 h 10 30.43 | 058432
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ANEXO 7. ANALISIS ESTADISTICO DEL PORCENTAJE DE OVOCITOS DE
ALPACA EN ESTADIO DE METAFASE Ii (M-l)

Cuadro 7.1. Informacion de nivel de clase

Clase Nivel Valores

Repeticiones 10 12345678910

Tratamientos 3 ABC

Nidmero de observaciones leidas 30

Nidmero de observaciones usadas 30

Cuadro 7.2. Analisis de varianza
Variable Dependiente: Metafase ||
Suma de Media
Fuente DF cuadrados | cuadratica F-Valor | Pr>F

Modelo 2 | 0.20368922 | 0.10184461 13.80 <.0001
Error 27 | 0.19929396 | 0.00738126
Total corregido | 29 | 0.40298318

Cuadro 7.3. Coeficiente de determinacion, coeficiente de variacion, raiz
MSE y media de la variable

Coeficiente de Media: Estadio de
R-cuadrado L, Raiz MSE maduracion en
Variacion . .
Vesicula Germinal
0.505453 10.40188 0.085914 0.825949

Cuadro 7.4. Test de rango multiple de Duncan

Nota: Este test controla el tipo y el indice de error de las
comparaciones, no el indice de error experimental.

Alpha 0.05
Grados de libertad del error 27
Cuadro medio del error 0.007381

Cuadro 7.5. Rangos criticos y nimero de medias

Nota: Los tamanos de las celdas no son igual
Numero de medias 2 3
Rango critico 07884 .08283

Cuadro 7.6. Comparacion de medias a través de la prueba de Duncan

Horas de N°de MEDIA AGRUPAMIENTO
Maduracion | observaciones DUNCAN

24 horas 10 0.74909 A

28 horas 10 0.78853 A

32 horas 10 0.94023 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Cuadro 7.7. Transformacion arco seno (arcsen) de los porcentajes

Horas de o Arcsen
Observ. maduracién Repet. | %VG %

1 24 h 1 4444 | 072968
2 24 h 2 4444 | 072968
3 24 h 3 70.00 | 0.99116
4 24 h 4 46.67 | 0.75207
5 24 h 5 4886 | 0.71375
6 24 h 6 4167 | 0.70171
7 24 h 7 4500 | 0.73531
8 24 h 8 4324 | 0.71759
9 24 h 9 4886 | 0.71375
10 24 h 10 4211 | 0.70617
11 28 h 1 50.00 | 0.78540
12 28 h 2 5172 | 0.80260
13 28 h 3 50.00 | 0.78540
14 28 h 4 36.36 | 0.80260
15 28 h 5 5455 | 0.78540
16 28 h 6 5333 | 0.64725
17 28 h 7 50.00 | 0.83096
18 28 h 8 5294 | 081872
19 28 h 9 51.06 | 0.78540
20 28 h 10 53.33 | 0.81482
21 32 h 1 69.57 | 0.98647
22 32h 2 66.67 | 095535
23 32 h 3 69.70 | 0.98789
24 32h 4 61.11 | 0.89743
25 32h 5 6923 | 0.98279
26 32h 6 7083 | 100025
27 32h 7 35.71 | 0.64048
28 32h 8 70.00 | 0.99116
29 32h 9 6842 | 097404
30 32 h 10 69.57 | 098647
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ANEXO 8. ANALISIS ESTADiSTICO'DEL PORCENTAJE DE
SEGMENTACION

Cuadro 8.1. Analisis de varianza

Variable Dependiente: Segmentacion

Suma de Media
Fuente DF cuadrados | cuadratica | T valer| Pr> F
Modelo 2 | 0.20182002 | 0.10091001 | 116.48 <.0001
Error 30 | 0.02598966 | 0.00086632
Total corregido | 32 | 0.22780968

Cuadro 8.2. Coeficiente de determinacidn, coeficiente de variacion, raiz

MSE y media de la variable

- Media: Estadio de
R-cuadrado cos;ﬁf;ge de Raiz MSE maduracioén en
n Vesicula Germinal
0.885915 3.758806 0.029433 0.783050

Cuadro 8.3. Test de rango multiple de Duncan

Nota: Este test controla el tipo y el indice de error de las
comparaciones, no el indice de error experimental.

Alpha 0.05
Grados de libertad del error 30
Cuadro medio del error 0.000866

Cuadro 8.4. Rangos criticos y nimero de medias

Nota: Los tamarios de las celdas no son igual

Numero de medias

2

3

Rango critico

02563

02694

Cuadro 8.5. Comparaciéon de medias a través de la prueba de Duncan

Horas de N° de MEDIA AGRUPAMIENTO
Maduracion | observaciones DUNCAN

24 horas 10 0.70037 A

28 horas 10 0.76078 B

32 horas 10 0.88800 C

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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ANEXO 9. ANALISIS ESTADISTICO DEL PORCENTAJE DE MORULAS.

Cuadro 9.1. Analisis de varianza

Varid le Dependiente: Mérula

Suma de Media
Fuente DF cuadrados | cuadratica | T ¥2lor Pr>F
Modelo 2 | 0.00542086 | 0.00271043 0.45 0.6417
Error 30 | 0.18056955 | 0.00601898
Total corregido | 32 | 0.18599041

Cuadru 9.2. Coeficiente de determinacion, coeficiente de variacion, raiz
MSE y media de la variable

. . Media: Estadiv de
R-cuadrado Co\c;flc.len_t’e de Raiz MSE maduracion en
ariacion . .
Vesicula Germinal
0.029146 7.847471 0.077582 0.988626

Cuadro 9.3. Test de rangu multiple de Duncan

Nota: Este test controla el tipo y el indice de error de las
comparaciones, no el indice de error experimental.

Alpha 0.05
Grados de libertad del error 30
Cuadro medio del error 0.006019

Cuadro 9.4. Rangos criticos y nimercv de medias

Nota: Los tamafios de las celdas no son igual
NUmero de medias 2 3
Rango critico 06756 .07100

Cuadrou 9.5. Cumparacion de medias a través de la prueba de Duncan

Horas de N° de MEDIA AGRUPAMIENTO
Maduracion | observaciones DUNCAN

24 horas 10 0.97334 A

28 horas 10 1.00470 A

32 horas 10 0.98783 A

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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ANEXO 10. ANALISIS ESTADISTICO DEL PORCENTAJE DE
BLASTOCISTOS

Cuadro 10.1. Analisis de varianza

Variable Dependiente: Blastocisto
Suma de Media
Fuente DF cuadrados | cuadratica F-valor | Pr>F
Modelo 2 | 0.04219906 | 0.02109953 23.67 <.0001
Error 30 | 0.02674702 | 0.00089157
Total corregido | 32 | 0.06894608

Cuadro 10.2. Coeficiente de determinacidn, coeficiente de variacion, raiz
MSE y media de la variable

. . Media: Estadio de
R-cuadrado Co\(;;'rci'ae;:.;de Raiz MSE maduracion en
Vesicula Germinal
0.612059 7.806376 0.029859 0.382487

Cuadro 10.3. Test de rango miuiitiple de Duncan

Nota: Este test controla el tipo y el indice de error de las
comparaciones, no €l indice de error experimental.

Alpha 0.05
Grados de libertad del error 30
Cuadro medio dei error 0.000892

Cuadro 10.4. Rangos criticos y niimero de medias

Nota: Los tamarios de las celdas no son igual
Numero de medias 2 3
Rango critico .02600 | .02733

Cuadro 10.5. Comparacion de medias a través de la prueba de Duncan

Horas de N° de MEDIA AGRUPAMIENTO
Maduracion | observaciones DUNCAN

24 horas 10 0.33718 A

28 horas 10 0.38571 B

32 horas 10 0.42460 C

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Cuadro 10.6. Transformacion arco seno (arcsen) de los datos

. . Arcsen Arcsen Arcsen

Ob. | Trat. | Rept. | Div. | Mor. | Blast. | i isisn) | (Mérula) | (Blastocisto)
1 24 h 1 4250 | 6471 | 11.76 0.71011 0.93471 0.35003
2 24 h 2 4222 | 7368 | 10.53 0.70728 1.03209 0.33048
3 24 h 3 4571 | 75.00 | 12.50 0.74245 1.04720 0.36137
4 24 h 4 4146 | 5882 | 11.76 0.69958 0.87406 0.35003
5 24 h 5 4324 | 6250 | 12.50 0.71759 0.91174 0.36137
6 24 h 6 4500 | 6667 | 11.11 0.73531 0.95535 0.33982
7 24 h 7 41.67 | 73.33 | 13.33 0.70171 1.02812 037374
8 24 h 8 3889 | 6429 | 7.14 0.67336 0.93032 0.27049
9 24 h 9 40.00 | 7222 | 11.11 0.68472 1.01565 0.33982
10 24 h 10 36.36 | 75.00 | 12.80 0.64725 1.04720 0.36137
1 24 h 11 4000 | 6429 | 7.14 0.68472 0.93032 0.17049
12 28 h 1 4634 | 6842 | 156.79 0.74877 0.97404 0.40865
13 28 h 2 50.00 | 6190 | 14.29 0.78540 0.90555 0.38766
14 28 h 3 50.00 | 76.19 | 14.29 0.78540 1.06106 0.38766
15 28 h 4 4878 | 70.00 | 15.00 0.77320 0.99116 0.39770
16 28 h 5 4857 | 7647 | 11.76 0.77110 1.06434 0.35003
17 28 h 6 50.00 | 70.00 | 15.00 0.78540 0.99116 0.39770
18 28 h 7 50.00 | 7407 | 14.81 0.78540 1.03652 0.39503
19 28 h 8 4545 | 6500 | 15.00 0.73984 0.93774 0.39770
20 28 h 9 4722 | 7059 | 11.76 0.75758 0.99761 0.35003
21 28 h 10 46.15 | 6667 | 16.67 0.74686 0.95535 0.42058
22 28 h 11 4048 | 8235 | 11.76 0.68961 113722 0.35003
23 32h 1 57.69 | 80.00 | 13.33 0.86260 1.10715 0.37374
24 32h 2 6129 | 7895 | 156.79 0.89928 1.09415 0.40865
25 32h 3 56.67 | 71.43 | 19.05 0.85230 1.00687 0.45166
26 32h 4 56.00 | 71.43 | 14.29 0.84554 1.00687 0.38766
27 32h 5 60.98 | 76.00 | 16.00 0.89610 1.05882 0.41152
28 32 h 6 5098 | 7273 | 18.18 0.86463 1.02136 0.44049
29 32h 7 5778 | 73.08 | 19.23 0.86352 1.02530 0.45395
30 32h 8 6522 | 66.67 | 20.00 0.94005 0.95535 0.46365
31 32 h 9 6286 | 68.18 | 18.18 0.91546 0.97146 0.44049
32 32 h 10 6333 | 5263 | 156.79 0.92033 0.81171 0.40865
33 32 h 11 62.16 | 5217 | 17.39 0.90823 0.80710 0.43016

111 -




‘SMOpPUIpA Bied
20°8 A SVS oofsipe]sa

ajenbed

[o opueziyn

uglezijeue as sojep so7

voa)
Jezy je sjuawelsjdwo)

oussi]

un

uos sepeledwos ueIas

Z A | sojuswuadxa
sO] a8p seousipejsa
SepusIsyip se
ooliLsiavis3
SISINYNY "D
11 A 1 eobajes
ap eoede
9p soOpoon0  Q0E °
VHISINN
3a ONVRVL '8
eoede
ap sauoLqwy] e

11 A { euobsjed ap

‘Al €] @p sandsap eoedje
ap (sojspojselq 9% A Ejuow
%, ‘uopejuswbas ;) oueuouqwa
ojjoliesap 1op oipejsy

Z ojuawnadxgy -

‘eoed|e ap SO}O0A0 SO|

ap agn ur (1IN A 1IN 'A8AD 'OA)
Jeapnu ugeINpeW 3p Ojpejs3
| ojuswadxy -

S3UIN3IAN3d3a
9VRIVA "d

"QIjIA Ul UgIoBINpEW

ap (seloy zg ‘gz ‘'v7) odwall
iz oJjuswiadxy -

‘eoed|e ap sO}ID0A0

SO| 3P QUJIA U] JESONU UQIDBINPEW

ap (sesoy zg A gz ‘vg) odweil
:} oyjuswisadxy -

(agA9)
Jegpnu eueiquew €] 8p einjos e aonpoud

as A sajenpiAIpul S3JUsjeAIq 8p pal BUN OPUBULIO)
BSUSPUOD 3S eBulewold B| 'soaledsap ojosonu
{8 ‘H1 op sandssp seloy pZ-0Z Se| e ‘|euy asey
B ug3 "(EAD) seiqsy sp UOQIDBULIO} B] P 0ZUBILOD
19 A epesuapuos eunewosd ap sojund uagyxe
SOJID0A0 SO] ap euodAew e) seloy gl sej e K
(ZN\D) Jesponu eueIqUSL B] 3P JOPapalle UBLLIO)
as eunewols ap sopebaibe soood soun ‘H ap
uopisodxa e| e saloud)sod Seioy | e g Sej aiqos
'SEPEIOUSIBJP USIg SasSe} ONend ua asUIPINP
uapand A seioy pZ B 0z ap epewixoide ugpeinp
eun usudn ‘leuiuusb epoisaa B op eiNjOI B
ejsey H ap uooelaql e| apsep uspaons as anb
sojeniaul soj {{g8s1) exind A yijow Jod sopeziess
soipnisa soj unbag "(LAD) Jespnu euelqusw g| e
ajusayy odpnu jop Jopspaiie sasenbaly eugewon
ap sopebaibe uod ugpesuspuod jeled eun BRI
‘[esin] 9se} B} US SOJOOAO SO| 9p BONSLIS)OEIED
‘esiadsip BUBWOID B} '(QAD) O [BUILLIDO) BINJISAA
ap ose} e| sweing (0gsl ‘1enbeq) H1 op
001d |9p sajue SB|NdIj0} 3SB} B] US U31NDJ0 Jesppnu
BUNBWIOIO B] US Solqwed sO| anb ‘ugpeinpew
e] ajueinp iebnj ususy onb sSOONQIBW SOJUSAD

o)A Ul sopionposd
eoedie op seououUqWd
ap ojjouesap
Jofow un ejed
uopeinpew ap owydo
odwan jo Jeuiwiala(] e

‘(1] asejejpw) JespPNU
zomnpew e} e Jebay
ered eoedje ap O}IOOAO
un asambas anb (seioy
ze A gb 'vz) oumdo
odwey o Jeunsia( e

S021d4|03ds3
SOAIL3rg0

‘eoedje ap SO}O0A0
ap QA w Jespnu
ugeinpew ap owndo

Lonin
uy ugIoEpUNDG
e|] op sondspgp
sauouquia ap
0]|043BS3P |3 US 3)SO
epusnyu owgd A

eoedie ap SO0}JID0NO
ap aiya w lespnu
uopenpew e| esed

eoedie op SOMOOAQ SILNIIANILIANI soj op sooibojojio sisieue sopejelop sjuepaw | odway @ Jeuwwsjeg | opUenbas  owndo
NOIOV1Ig80d 'V SITEVRIVA V| opensowsp By ag :JE3|INuU  UQISBINPEN IVHINIO OALLArgOo | odway (@ sa [gnD?
ViOOT10Q013N SIAHOAVIIANI 3 STAT19VIIVA 02031 OJHVIN SOAIL3rao VINIT190dd

"1 LOZ ©di{aAeduBNH ‘0lpiA

Uy ugipepuNnda} Jod sopionpold sauouqwe ap ojjouesap [@ ua edsed|e, sooed eubnaip 8p SOIO0A0 8p ugioeinpew ap odwsal] :OTNLIL

VION3ILSISNOD 3d ZIYLlVIA




Articulo de investigacion — Facultad de Ciencias Biologicas — UNSCH Santayana R. Paulo

Tiempo de maduracion de ovocitos de Vicugna pacos “alpaca“ en el
desarrollo embrionario por fecundacion in vitro

Paulo Santayana R.'' José Mendoza M., Leandra Landeo J.%, Fidel Mujica L." Jaime Ruiz B.2

' Laboratorio de Biotecnologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga, Ayacucho, Peru

2 Laboratorio de Biotecnologias Reproductivas, Facultad de Ciencias de Ingenieria,
Universidad Nacional de Huancavelica, Huancavelica, Pert.

RESUMEN

Con el objetivo de determinar el tiempo Optimo de maduraciéon nuclear in vitro de ovocitos de Vicugna
pacos “alpaca” y evaluar la influencia de éste sobre el desarrollo embrionario post-fecundacion in vitro, se
utilizaron ovocitos de categoria | y Il obtenidos por aspiracion folicular de ovarios de alpacas sacrificadas
en el Camal Municipal de Huancavelica, éstos fueron madurados en medio TCM-199 suplementado con
HEPES 25mM, Piruvato de sodio 0.2 mM, Sulfato de gentamicina 50 pg/ml, FSH 0.02 unidades/mi,
Estradiol 17-8 1 ug/ml y Suero Fetal Bovino al 10%, e incubados a 38.5°C en una atmésfera de aire estéril
con 5% CO2 y 90% de humedad por espacio de 24, 28 y 32 h. Transcurrido estos tiempos, los ovocitos
fueron retirados del medio y sumergidos en una solucién de Hialuronidasa al 0.1% para ser despojados
de las células del cumulo. Los ovocitos fueron fijados en una solucion de metanol: acido acético (3:1) y
tenidos con orseina acética al 1% para evaluar el estadio de maduracion nuclear (Vesicula Germinal-VG,
Vesicula Germinal Rota-GVBD, Metafase |-MI, Metafase II-MIt). Luego, se realizo la fecundacion in vitro y
se evaluo el desarrollo embrionario, para lo cual se procedié a madurar los ovocitos del mismo modo que
en el ensayo anterior, conservando los tiempos de 24, 28 y 32 h. Se recuperaron espermatozoides
epididimarios en medio Sperm-TALP para luego ser lavados y seleccionados mediante la técnica de
Swim-up, se utilizé una concentracién promedio de 1.5-2x10° espermatozoides/mi para inseminar los
ovocitos. Transcurridas las 18 h de fecundacidn, los presuntos cigotos fueron transferidos al medio
mSOF-IVC e incubados por 7 dias a 38.5°C, en una atmdsfera de aire estéril con 5% CO, y 90% de
humedad. Los resultados obtenidos muestran que el mayor porcentaje de maduracién nuclear (ovocitos
en estadio de metafase II- Mil) fue alcanzado a las 32 h de cultivo in vitro con un 65.08%, seguida por el
de 28 h con un 50.33% vy finalmente el de 24 h con un 46.33%. Por ofra parte, en cuanto a los resultados
del desarrollo embrionario, se notd que los porcentajes de segmentacion y blastocistos, aumentaron
gradualmente hacia el mayor tiempo de maduracidn, siendo el de 32 h el tiempo con el mayor indice de
desarrollo alcanzado, con un 60.17% y 17.02% para los estadios de segmentacién y blastocisto
respectivamente. Se concluye que el tiempo Optimo para la maduracién nuclear y la adquisicion maxima
de la capacidad de desarrollo embrionario in vitro, de ovocitos de alpaca, fue de 32 h, bajo las condiciones
del presente estudio.

Palabras claves: Ovocitos, Maduracidn in vitro, Metafase 1l, Fecundacion in vitro, Embrién, alpaca.

. INTRODUCCION En la actualidad, la explotacion de Camélidos

Sudamericanos se lleva a cabo bajo sistemas

La crianza de los Camélidos Sudamericanos, es
una de las actividades de mayor importancia e
impacto en el desarrollo socio economico de la
poblacion alto andina de nuestro pais, no solo
por su capacidad de adaptacion a las dificiles
condiciones medioambientales, alturas entre los
3000 a 5000 msnm, sino por su utilizacion
como una fuente alimenticia de proteina de
origen animal, medio de transporte y como
recurso para la produccion de fibra de buena
calidad (Huanca y col., 2007).
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Paulo C. Santayana Rengifo

e-mail pasare24_7@hotmail.com
Celular: 966700470

Fac. Cs. Biolégicas-UNSCH Ciudad
Universitaria

Av. Independencia s/n

Teléfono (066)-318553

tradicionales no siempre eficaces, agudizando
problemas de morbilidad, mortalidad y baja
eficiencia reproductiva (Cardenas y col., 1999);
donde las tasas de natalidad anual en la
mayoria de explotaciones alpaqueras es del
orden del 50% (Femandez-Baca, 1993), con
indices de fertiidad (Apaza y col, 1998) y
prefiez (Apaza y col., 2001) inferiores a 65% vy
60% respectivamente; con un reemplazo
inadecuado para la reproduccion,
desconocimiento de la fisiologia reproductiva e
inapropiado empleo de reproductores en el
apareamiento (Apaza y col, 1998).

Pese a esta situacion problematica, la aplicacion
de biotecnologias reproductivas podria contribuir
rapidamente a superar estos bajos indices
reproductivos logrando Ila multiplicacion de
animales de alto valor productivo formando
nucleos genéticos que puedan proveer
reproductores para los criadores de estos
animales, y darles mas sustento econémico
(Ruiz, 20089).
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37°C durante 30 minutos a 90% de humedad y
5% de CO., con una inclinacién de 45°. Pasado
los 30 minutos, se colecto el sobrenadante y se
depositd en otro eppendorf para ser
centrifugado a 1500 rpm por 3 minutos, se retird
€l sobrenadante dejando una minima cantidad y
se homogenizé, se flevd a la incubadora por
unos minutos hasta su utilizacion.

25. Fertilizacién de ovocitos

A cada gota de fecundacion se afiadio 5 pl de
suspensién de espermatozoides capacitados,
con una concentracion final aproximada de 1.5 —
2 x10° espematozoides/ml. Ovocitos y
espermatozoides se mantuvieron juntos, en la
incubadora durante 18 horas a 38.5°C, 90% de
humedad y 5% de COa.

2.6. Cultivo de embriones

Luego de !a inseminacion, los ovocitos se
cultivaron por 7 dias en gotas de 50 pl de Medio
Fluido Oviductal Sintético  {SOF-IVC)
suplementado con 3 mg/ml de BSA en una
incybadora a 38.5°C, 90% de humedad y 5% de
CO2.

2.7. Diseiio estadistico

Las diferencias estadisticas de los experimentos
(maduracion nuclear de ovocitos y desarrollo
embrionario) fueron comparadas utilizando
analisis de varianza (ANOVA, a=0.05) después
de la transformacion arcsen de los datos. Se
utilizaron 1a prueba de Duncan para contrastar la
diferencia enfre promedios. & modelo
estadistico a utilizar para describir una
observacion fue: Y= p+ T+ ¢

1. RESULTADOS

524 h m28h ©32h

% Porcentaje
8 8 3888 3

—
o
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Estadios de maduracién

Figura 01. Porcentaje de ovocitos de Vicugan
pacos “alpaca” en estadio de Metafase N (M),
Metafase 1 (M), Vesicula Germinal Rota (GVBD),
Vesicula Germinal (VG) y degenerados.
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Figura 02. Porcentaje total de embriones
segmentados luego de 48 horas de fecundacidn in
vitro.

Tabla 01. Efecto del tiempo de maduracién in vitro en el porcentaje (media * SD) de maduracién nuclear de
ovocitos colectados de ovario de Vicugna pacos “alpacas”. Camal Municipal de Huancavelica
{noviembre — abxil, 2012)

N° Total Estadios de maduracién nuclear
Tiempo de it % Ovocitos
Maduracién Ov. d?t % Ov. inmaduros Maduros %Ovocitos
in vitro octios Degenerado
(Répfica) VG GVBD M- M-
24h 217 (10) 2.81£2.70° 132+183 " 4071211.64° 4633+ 845° 8.8314.46°
28h 215(10) 2.87+3.15° 250+362° 3791x 974° 50331 517° 6.39+4.60°
32h 222(10) 3.71+4.87° 174+£235° 2242+ 848° 6508 +10.69° 7.0514 40°

Fuente: Elaboracién propia

VG: Vesicula Germinal; GVBD: Vesicula Germinal Rota; M- Metafase |, M-l: Metafase |l
*2 Letras dilrentes en la misma columnas denotan diferencias estadisticas significativas (p<0.05). SD: Desviacion Estandar.

Tabla 02. Efecto del tiempo de maduraci6n in vitro de ovocitos de Vicugna pacos “alpaca” en el porcentaje
(media+ SD) de desarrollo embrionario luego de la fecundacién in vitro.

Tiempo de 1\ TORI de Estadios del desarrollo embrionario(% * SD)
maduracién inseminados
in vitro {Réplicas) Segmentacién Moéruta Blastocisto
(48 h) (4 dias) {7 dias)
24 h 302 (1) 163/392 (4165£3.65)°  111/163 (68.0325.75)° _ 18/163 (11.03£2.08) °
28h 456(11)  217/456(47.54£2.91)° 15842217(71.06+5.84)"  31/217(14.191.70)°
2h 368 (11)  221/368 (047 +3.09) ¢ 153/221 (6939 £9.31)°  38/221 (17.02 £ 2.14) ©

Fuente: Elaboracién propia.

b2 | otras diferentes en la misma cohumnas denotan diferencias estadisticas sioréficativas (0<0.05). SD: Desviacisn Estandar:
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l;t—lgr—taanlabEaam; propia.

Figura 03. Ovocitos y embriones de alpaca. Microscopio 6ptico (Leica CME) y Microscopio invertido (Novel
Ningbo XDS-403AT). Objetivo 40X. 1) Ovocito en Vesicula Germinal (VG); 2) Ovocito en Vesicula Germinal
Rota (GVBD). 3) Ovocito en Metafase 1 (Mi); 4) Ovocito en Anafase | (A); 5, 6) Ovocito en Metafase I (Mil);

7) Embrién de dos células; 8) Mdrula; 9) Blastocisto.

IV. DISCUSIONES

Recuperacién de ovarios y seleccion de
ovocitos

La recuperaci6n de ovarios y la seleccion de
ovocitos, representan la etapa inicial de este
proceso. En general, los ovarios recuperados en
el Camal, provienen de hembras de diferentes
edades y condiciones fisiolégicas.

Se seleccionaron y aspiracién 1551 foliculos de
superficie clara provenientes de 173 ovarios
(OVR) de alpaca recolectados del Camal
Municipal de Huancavelica, lo que produjo una
cifra media de 8.9 + 1.22 foliculos por ovario
(maximo 30 - minimo 1), se descartd
inmediatamente aquellos que presentaban
faliculos quisticos y hemorragicos. Por otro lado,
del total de foliculos aspirados se recuperaron
862 ovocitos (OVT), lo que supone un 5667%
de recuperacion de ovocitos con respecto al
nimero total de foliculos ovaricos aspirados.

Los resultados obtenidos en el presente estudio,
indican que el numero promedio de ovocitos
aspirados por ovario de alpaca fue de 504 +
1.27 (Tabla 03). Estos resuitados se ubican en
un rango superior a lo informado por Ruiz y col.
(2007) que reportaron un total de 35
COCs/ovario; pero inferior a lo reportado por

Gamarra y col. (2008) que obtuvieron una media
de 8.5 ovocitos/ovario de alpaca. Es importante
sefialar que esta variabilidad puede estar
motivada por la experiencia del operador en la
coleccion de los ovocitos y a las variaciones
propias de los ovarios (edad de! animal, raza y
estado reproductivo).

De todos los ovocitos recuperados, en este
estudio, se seleccionaron como aptos (OVA)
para {a maduracion y fecundacion in vitro un
total de 6924 + 1.54%, divididos en dos
categorias morfologicos {! y ll). Este valor, es
similar al 69% obtenido por Ruiz y col. (2007),
pero inferior al 89% y 81% indicados por Ratto y
col. (2007) y Gamama vy col. (2008)
respectivamente.

Por otra parte, los resultados obtenidos en el
presente estudio, indican que sobre un total de
862 ovocitos colectados, seleccionados y
clasificados, se obtuvieron 19.75 + 4.10% de
ovocitos en categoria |, 49.49 * 4.99% categoria
fi, 16.64 + 1.41% categoria lll y 14.12 + 1.26%
categoria V. Estos valores difieren con el
trabajo reportado por Ramos  (2009),
posiblemente debido a que en dicho trabajo el
tamafio de muestra fue bajo. Otros autores
(Mendoza y col, 2008), utilizaron también
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diferentes categorias morfoldgicas,
principalmente la 1 y Il sin mostrar resultados de
la seleccion y clasificacion.

El nimero de ovocitos aptos y no aptos por
ovario fue de 349 + 087 y 156 + 0.4
respectivamente.

El analisis estadistico (media y desvio estandar)
de los caracteres analizados (OVT/OVR,
OVA/OVR y OVNA/OVR), indica que no existen
diferencias significativas (p>0.05) entre las
réplicas.

Evaluacion del estado nuclear de los
ovocitos ;

Como se ha sefialado en la primera parte, el
objetivo de este estudio fue determinar el tiempo
Optimo de maduracién nuclear in vifro de
ovocitos de alpaca, dada la escasez de literatura
existente al respecto.

La informacién concerniente a este tema, indica
gue la maduracion de ovocitos de mamiferos
esta implicada estrechamente en tres sucesos
importantes: la  progresiébn  meibtica, la
regulacion de la penetracién espermatica y la
descondesacion de la cabeza del
espermatozoide (Swain y Smith, 2007). Por todo
esto, la adquisicibn de la capacidad de
desarrollo por parte de los ovocitos madurados
in vitro es un factor limitante para que se puedan
alcanzar con éxito las fases de fecundacion,
divisién y desarrolio embrionario (Eppig, 1994).
Ofra de las causas resaltantes de la importancia
de determinar el tiempo O6ptmo en fla
maduracién in vifro de ovocitos se ilustra,
también, mediante los resultados de los estudios
en animales que muestran .que el
envejecimiento de ovocitos puede ser la causa
de la fertilidad reducida si la inseminacién in vivo
se refrasa (Hunter, 1989). Ademas, el retraso de
la inseminacion in vitro se ha asociado con la
capacidad del ovocito de ser fertilizado pero no
llegar a desarrollarse  hasta  estados
embrionarios superiores, esto como resultado
de los trastornos en los granulos corticales y los
microtibulos (Long y col., 1994).

En el presente estudio se evalud el efecto del
tiempo de maduracion in vitro sobre el
porcentaje de maduracién nuclear de ovocitos
de alpaca, estableciéendose para esto, tres
tiempos de cultivo especificos: 24, 28 y 32 h; de
esta manera, se pudo obtener los valores
porcentuales del total de ovocitos en cada
estadio meidtico alcanzado (Vesicula Germinal,
Vesicula Germinal Rota, Metafase | y Metafase
Il) (Tabla 01). Asi se observé que, tras 32 h de
cultivo, la tasa de maduracién nuclear en
estadio de metafase Il (ovocitos maduros)
(Figura 02 y 03) alcanzé un 65.08 + 10.69%,
seguida de un 5033 + 517% a las 28 h y
finalmente un 4633 + 845% a las 24 h de
cultivo in vitro. En cuanto a la media porcentual
de ovocitos inmaduros en el estadio de
metafase | (M-[) se observé una disminucion
gradual hacia el mayor tiempo de cultivo, es
decir, disminuyd de un 40.71 + 11.64% (24 h) a
un 22.42 + 8.48% (32 h). Para los ovocitos en
estadio de Vesicula Germinal (VG), Vesicula
Germinal Rota (GVBD) y degenerados, se
obtuvo una tasa promedio de 3.13%, 1.85% vy

7.57% respectivamente; notandose una
tendencia paralela en los tres tiempos de cultivo.
Existen pocas publicaciones sobre este tema.
Existen pocas publicaciones sobre este tema.
Huanca y col. (2009), utilizando tres tiempos
para la maduracion in vitro de ovocitos en medio
TCM-199 suplementado con FCS 10% (viv),
FSH 0.5 mg/mi, hCG 10 mi/g, 0.2 mM de
piruvato sédico, 50 mg/ml de gentamicina y 1
mg/mi estradiol, lograron obtener 18.9%, 42.9%
y 65.8% de ovocitos en metafase Il (M-Il) a las
30, 34 y 38 h de cuiltivo, respectivamente. Asi
mismo, Condori y col. (2010) utilizando 42 h de
maduracién in vitro de ovocitos en medio TCM-
199 suplementado con 10% FCS, 10 mg/ml de
hCG, 0.2 mM piruvato de sodio, 50 mg/mi de
gentamicina, 1 mg/mi de estradiol y 0.5 mg/mi
de FSH, obtuvieron 64.9% de ovocitos que
alcanzaron el estadio de metafase II.
Comparando dichas investigaciones con los
resultados obtenidos en este estudio, se
observd una diferencia marcada en el
porcentaje de maduracién nuclear de ovocitos
(M-ll) a las 28 y 32 h. Notandose que los
resultados que se presentan en este estudio
superan altamente a los valores obtenidos por
Huanca y col. (2008), pero se asemejan al
resultado obtenido por Condori y col. (2010).
Probablemente estas diferencias se deben a
factores como: caracteristicas de las hembras
sacrificadas en el camal, el tiempo de transporte
de las muestras al laboratorio y, sobre todo, a la
seleccion y clasificacion de ovocitos recogidos
tras la puncion folicular; se descarta la
posibiidad de la influencia del medio de
maduracion, pues en los dos estudios se
utilizaron los mismos componente para su
preparacion.

Otros autores han evaluado la tasa de
maduracion in vitro de ovocitos de alpaca, luego
de la superovulacién de hembras con FSH y
eCG. Gémez y col. (2002), utilizando 26 h para
la MIV de ovocitos recuperados por laparotomia
ventral, obtuvieron 46% (FSH) y 40% (eCG) de
ovocitos en metafase Il. Ratto y col. (2007)
mejord los resultados obtenidos por Gdmez
alcanzando 82% y 64% de ovocitos en metafase
Il para los mismos tratamientos
superovulatorios.

El estudio estadistico de las variables
analizadas en la maduracién in vifro.de ovocitos,
demuestra que no existen diferencias
significativas entre los dos primeros tiempos 24
y 28 h, pero si a las 32 h de cultivo. Estos
resultados indican que el tiempo Optimo para la
maduracién in vifro de ovocitos de alpaca, en
este estudio, es de 32 h.

Fertilizacién y evaluacion del desarrollo de
embriones in vitro

Una vez conseguida la maduracioén in vifro de
los ovocitos, una de las formas mas eficaces,
para demostrar si dicha maduracién se produjo
correctamente, es comprobar la capacidad de
estos ovocitos para ser fecundados in vifro y
alcanzar con éxito las. fases de division vy
desarrollo embrionario.

La mayoria de los trabajos realizados en
fertilizacion in vitro de Camelidos
Sudamericanos, utiizan semen epididimario
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para el cocultivo con los ovocitos madurados in
vifro. El procesamiento del semen incluye el
lavado, la seleccion y la capacitacion de las
células espermaticas.

En el presente estudio, se ha realizado el lavado
del semen epididimario por medio de
centrifugaciones consecutivas a 1500 RPM, y
utiizando la técnica de Swim-up se
seleccionaron y capacitaron espermatozoides.
Se empled una relacion de 10 a 15
ovocitos/gota y 1.5-2 x 10° espermatozoides/mi,
teniendo en cuenta que se ha utiizado los
resultados de la especie bovina como
referencia, pues no existe bibliografia alguna
sobre  estos estudios en  Camélidos
Sudamericanos..

Luego del proceso de fecundacion in vitro, los
supuestos cigotos fueron pasados al medio
Fluido Oviductal Sintético (SOF-IVC)
suplementado con 3 mg/ml de BSA e incubados
durante 7 dias, para luego evaluar el desarrollo
embrionario.

En este estudio el porcentaje de embriones
divididos, del total de ovocitos inseminados fue
de 4155 + 3.65%, 4754 + 2.91% y 60.17 %
3.09% de ovocitos madurados in vitro a 24, 28 y
32 h respectivamente (Tabla 06, Figura 15y 17).
Y el porcentaje de blastocisto, que se obtuvo del
total de embriones divididos, fue de 11.03 %
2.08%, 1419 + 170% y 17.02 = 2.14% de
ovocitos madurados a 24, 28 y 32 h
respectivamente (Figuran16 y 19).

Estos porcentajes superan ampliamente a los
reportados por: Huanca y col. (2009) que
utilizando tres tiempos para la maduraciéon in
vitro de los ovocitos, previo a la fertilizacion,
obtuvieron una tasa de division del 9.5%, 7.7% y
275% (p< 005), para 30, 34 y 38 h
respectivamente. Condori y col (2010)
utilizando 42 h para la maduracion in vitro de
ovocitos, obtuvieron una tasa de division y
blastocisto del 39.1% y 13.6% respectivamente.
Ochante R. (2010) obtuvo una tasa de division
del 19.28%, 21.86%, 1.86% y 0.29% de ovocitos
madurados a 24, 26, 48, 72 h respectivamente.
En ofras investigaciones, Gamarra y col. (2008)
utilizando 30 h de maduracién in vifro de
ovocitos de alpaca, e inseminandolos con
espermas congelados/descongelados,
obtuvieron 21.7% (71/262) de division a las 72
horas, 29% (21/71) de mérulas y blastocistos a
los 5 dias y 422% (3/71) de blastocistos
eclosionados a los 7 dias de incubacion en
medio SOF suplementado. Por ofro lado,
Mendoza y col, 2008, utiizando 25 h de
maduracién in vilro de ovocitos de alpaca y
fertilizandolos con espermatozides epididimarios
recuperados por dos métodos (Gradiente de
Percoll y Swim-up), obtuvieron 36.0% y 43.9%
de segmentacion, y 6.3% y 6.9% de blastocistos
para Percoll y Swim-up respectivamente.

El andlisis estadistico, muestra que los
porcentajes de segmentados y blastocistos,
difieren significativamente (P>0,05) en los tres
tiempos (24, 28 y 32 h) de maduracién in vitro,
pero no asi, para los porcentajes de morulas
donde no existen diferencias significativas
(p>0.05). De todos estos resultados, podemos
decir que el tiempo de maduracién in vitro
requerido para que el ovocito adquiera Ia

maxima capacidad de desarrollo embrionario es
de 32 h de cultivo.

V. CONCLUSION

El tiempo optimo para la maduracion nuclear y
la adquisicion maxima de la capacidad de
desarrollo embrionario in vitro, de ovocitos de
alpaca, fue de 32 horas; bajo las condiciones del
presente estudio.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R.D. N° 307-2012-FCB-D
Bach. Paulo Cesar Santayana Rengifo

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia viernes veintiuno de
setiembre de dos mil doce, en el auditorio de la Facultad de Ciencias Biol6gicas,
bajo la presidencia del Mg. Pedro Ayala Gomez encargado segtin memorandum N°
447-2012-UNSCH-FCB en representacion del Dr. Segundo Tomas Castro Carranza
decano de la Facultad de Ciencias Biologicas y con la asistencia de los miembros
Mg. Fidel Mujica Lengua. M.V. Florencio Cisneros Nina, Bliga. Sonia Palomino
Felices (cuarto jurado) actuando como secretaria docente segin memorandum N°
448-2012-UNSCH-FCB, para recepcionar la sustentacién de tesis: Tiempo de
maduraclén de ovocitos de Vicugna pacos “alpaca” en el desarrolio de embriones
producidos por fecundacion in vitro, Huancavelica 2011, presentado por el Bach.
Paulo Cesar Santayana Rengifo, quien pretende optar el Titulo Profesional de
Biélogo, Especialidad de Biotecnologia.

El Presidente(e) inicié el Acto de Sustentacion solicitando a la Secretaria Docente(e)
la revisibn de la documentacion y la lectura de la R.D. N° 307-2012-FCB-D
instruyendo al sustentante a que inicie el Acto de Sustentacion del trabajo de
investigacién en un tiempo no mayor de cuarenta y cinco minutos.

Culminada la exposicion, se inicié el siguiente periodo en el cual los miembros del
Jurado Calificador realizaron las preguntas, observaciones y aclaraciones que
consideraron convenientes para la evaluacion del sustentante.

Luego el Presidente(e) invitdé al sustentante y a los asistentes al Acto de
Sustentaciéon, que abandonen el auditorio para que el Jurado Calificador pueda
deliberar y emitir la calificacién. Como sigue:

Jurado Calificador Exposicion Respuestas Promedio
Mg. Pedro Ayala Gomez 18 18 18
Mg. Fidel Mujica Lengua 19 18 19
M.V. Florencio Cisneros Nina 16 16 16
Blga. Sonia Palomino Felices 19 19 19
Promedio 18

De la calificacion del Jurado Evaluador, el sustentante obtiene la nota de
DIECIOCHO (18) de la cual dan fe los miembros, estampando su firma al final del
acta presente. Culmina el acto de sustentacién siendo las seis y veinticinco.

""" Mg. Petito Ayala Gomez
Presidente (e)— Miembro

"M.V. Florengjb Cf
(o] Miembro — Secretaria (e)
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