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RESUMEN

La eficacia de la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), en la
produccion in vitro de embriones de alpaca es baja en comparacion a la
fecundacion in vitro (FIV), debido a que depende, entre otros factores, de un
paso adicional clave, referido a la inadecuada activacion del ovocito post-ICSI. El
objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de los activadores
guimicos post-ICSI sobre las tasas en el estadio y calidad embrionaria del
desarrollo embrionario en Vicugna pacos “alpaca”. La investigacion fue
ejecutada en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la Estacion
Experimental Agraria Canaan (INIA-Ayacucho, Peru). Se colectaron ovarios de
matadero, los cuales fueron transportados a 4-9 °C en SSF con 80 ug/ml de
gentamicina. Los complejos ovocito-cumulus (COCs) fueron recuperados de
foliculos de 2 a 7 mm de diametro y se maduraron solo los ovocitos de
categorias I, Il y Il durante 30 h a 38,5 °C. La ICSI se realiz6 mediante un
procedimiento estandar y los ovocitos inyectados se distribuyeron al azar y se
activaron con tratamientos unicos o combinados como sigue: i) 5 pyM de
ionomicina durante 5 min (lo), ii) 7 % de etanol durante 4 min (EtOH) iii), 5 yM de
ionomicina durante 5 min, periodo ventana 3 h mas 7 % de etanol durante 4 min
(lo/EtOH), iv) 5 yM de ionomicina durante 5 min, periodo ventana de 3 h, un
segundo tratamiento con ionomicina durante 5 min, seguida de 1.9 mM de 6-
DMAP durante 3 h (2lo/6-DMAP), v) 10 mM de SrCl, durante 3 h. El cultivo fue
realizado en el medio fluido oviductal sintético (SOFaa) a 38,5 °C en una
atmosfera de 5% de CO,, 5% de O, y 90% de N, en aire durante 48 h y 5 dias
(clivaje y desarrollo embrionario, respectivamente). Los datos fueron sometidos a
la prueba de Shapiro-Wilk y Bartlett con el programa estadistico R 3.4.3. Para
determinar las diferencias entre tratamientos se utilizo6 ANOVA con la prueba de
Duncan y la prueba de Kruskal-Wallis. Para todos los andlisis, se considerd
significativa (p<0,05). El porcentaje en clivaje 90,0; 86,7; 80,4 y 58,8 % y moérulas
50,8; 59,2; 59,2 y 43,3 %, fueron superiores en los tratamientos con |o/EtOH,
EtOH, lo y 2lo/6-DMAP, respectivamente, en comparacion con el SrCl, 35,0 y
15,0 % y control (sin activacion) 55,0 y 37,5 %, respectivamente. El porcentaje
de embriones de calidad buena 46,7; 54,2 y 44,6 % fueron superiores en los
tratamientos con lo, EtOH y lo/EtOH, respectivamente, en comparacion con
2l0/6-DMAP, SrCl, y control, que resultaron 11,3; 150 y 225 %,
respectivamente. No hubo diferencias entre grupos para blastocistos o
embriones de calidad excelente, regular o mala. En conclusién, los resultados
del presente estudio muestran que la activacion de ovocitos de alpaca post-ICSI
es mas eficiente con los activadores de aumentos Unicos de la [Ca®'], como
EtOH, lo y Io/EtOH, en comparacién con 210/6-DMAP y SrCls,.

Palabras clave: produccion in vitro (PIV) de embriones, activacion de ovocitos,

inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides (ICSl), desarrollo embrionario,
Vicugna pacos “alpaca’.
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l. INTRODUCCION

La inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) implica la fertilizacion
de un ovocito maduro en metafase Il, mediante la inyeccion directa de un solo
espermatozoide en su ooplasma. Esta técnica podria ser Gtil para producir
embriones a partir de espermatozoides eyaculados de machos con
oligoastenoteratozoospermia, con espermatozoides provenientes del epididimo
por alteraciones en la eyaculacion como la obstruccion de los conductos
excretores seminales o de animales muertos, asi como células inmaduras de los
espermatozoides como la inyeccion de espermétida redonda (ROSI) y la
inyeccion de espermétida alargada (ELSI).

Durante la fertilizacibn normal, la entrada del espermatozoide en el ovocito
desencadena una serie de oscilaciones de calcio intracelular, que son
responsables de la activacion del ovocito, sin embargo, este proceso no se
desarrolla en el procedimiento ICSI. En varias especies como el humano
(Tesarik et al., 1994; Catt & Rhodes, 1995), el conejo (Keefer, 1989), el hamster
(Uehara & Yanagimachi, 1976) y el ratén (Kimura & Yanagimachi, 1995), el
procedimiento de inyeccion en si aparentemente es suficiente para activar a los
ovocitos, lo que lleva a la descondensacion de los espermatozoides y la
formacion de los pronucleos. Sin embargo, en otras especies, como la alpaca, se
requiere de una estimulacion exdgena.

La activacion de ovocitos con estimulos adicionales durante el procedimiento de
ICSI aumenta el calcio libre en el ooplasma que causa la destruccion del factor
citostdtico y la degradacién del factor promotor de la maduracion (MPF),
esencialmente para reiniciar la segunda division de meiosis y la formacion de los
pronucleos masculino y femenino (Suttner et al., 2000; Oikawa et al., 2005). La
activacion de los ovocitos puede ser inducida por una variedad de agentes

guimicos, pulsos eléctricos e incluso la manipulacion de los ovocitos (fisico).



Se han producido embriones in vitro por la ICSI en dromedarios, llamas y

alpacas (Miragaya et al.,, 2003; Sansinena et al., 2007; Conde et al., 2008; EI-

Sayed et al.,, 2015; Wani & Hong, 2018; Castro-Modesto et al., 2022), lo que

indica que este sistema tiene éxitos para los camélidos del viejo mundo y

camélidos del nuevo mundo, sin embargo, aun falta optimizar los procedimientos

en cuanto a uso del mejor activador quimico para gatillar los eventos de la

activacion de ovocitos ICSI.

A la fecha, no existen reportes de la produccion in vitro de embriones de alpaca

post-ICSI, sometidos a diversos activadores quimicos, y evaluacién de la calidad

embrionaria, por lo que el presente estudio tuvo como objetivos:

Objetivo general

Evaluar el efecto de los activadores quimicos post-ICSI sobre el desarrollo

embrionario en Vicugna pacos “alpaca”.

Objetivos especificos

1. Determinar el mejor activador para lograr la mayor tasa en el estadio de
desarrollo en ovocitos post-ICSI en Vicugna pacos “alpaca”.

2. Determinar el mejor activador en la calidad de los embriones expuestos a

los activadores quimicos post-ICSI en Vicugna pacos “alpaca.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

En el afio 2022, se reportd por primera vez la produccién in vitro de embriones
de alpaca por ICSI. En dicha investigacion, se examin6 la maduracién potencial
de ovocitos provenientes de foliculos pequefios y grandes, asi como la inyeccion
después de la maduracién in vitro (MIV). En el primer experimento, se
maduraron los COCs de categoria | y Il provenientes de foliculos grandes (2-8
mm) y foliculos pequefios (<2 mm) durante 32 a 36 h. En el segundo
experimento, se realizé la inyeccion en Global Total con HEPES (LGTH) y se
utilizé 10% PVP para inmovilizar los espermatozoides después de la seleccion
por Swim up; luego de la inyeccién, los ovocitos fueron activados con ionomicia y
6-DMAP y seguidamente fueron cultivados por 7 dias. Los resultados mostraron
gue el rendimiento de COCs clasificados morfolégicamente de buena calidad fue
significativamente mayor en los foliculos grandes (2,1 + 0,8) que en los
pequefios (1,2 + 0,7). Sin embargo, tras la maduracibn no se observaron
diferencias significativas en la tasa de metafase Il (18,1% vs 22,1%) y ovocitos
degenerados (48% vs 57%). En el siguiente experimento, se inyectaron 27
ovocitos dando 31,3 % de clivaje y 12,5 % de morula para aquellos ovocitos
activados quimicamente (Castro-Modesto et al., 2022).

En dromedarios, en una investigacion se evalu6 el desarrollo de los ovocitos
madurados in vitro después de la ICSI con espermatozoides de epididimo. Los
COCs se maduraron en 500 ul de medio de maduracién por 30 h. El dia de la
inyeccion, los espermatozoides se seleccionaron y capacitaron por Swim up. Los
ovocitos inyectados fueron activados con ionomicina y roscovitina o se pusieron
en cultivo sin ninguna activacion. En el Experimento 1, los presuntos cigotos se
fijaron y tifieron con Hoechst 33342 para evaluar la fertilizacion después de 18 h

de cultivo, mientras que, en el Experimento 2, se cultivaron en 500 ul del medio



de cultivo durante 7 dias para evaluar su desarrollo. La proporcién de ovocitos
activados cuando la ICSI fue seguida de activacion quimica fue
significativamente mayor (P < 0,05) en comparacion con los no activados. En el
experimento 2, se escindié6 un mayor niumero de ovocitos (59 vs. 35%) y se
desarrollaron a blastocistos (20 vs. 7%) en el grupo con activacion post-ICSI en
comparacion con el grupo sin activacion quimica, respectivamente (Wani &
Hong, 2018).

En bovinos, se ha investigado la eficacia de varias combinaciones de activadores
de ovocitos bovinos tras la ICSI en términos de escision y desarrollo embrionario.
Los ovocitos bovinos de ICSI fueron sometidos a varios tratamientos con
activadores combinados o Unicos, como sigue: 30 V para 15 x 2 useg de pulso
eléctrico + 10 pg / ml de cicloheximida (CHX), etanol al 7% + CHX, londforo de
calcio 5 yM A23187 (Ca-l) + CHX, Ca-l + 6-dimetilaminopurina 1,9 mM (6-
DMAP), solo CHX, solo Ca-l. La mayor escision (73,5% -79,7%) y las tasas de
blastocistos (28,0% -35,3%) se obtuvieron en los grupos Ca-l + 6-DMAP, etanol
+ CHX y estimulos eléctricos + CHX. El tratamiento con solo CHX o Ca-l dio un
rendimiento significativamente menor (P <0.05) de tasa de escision y blastocisto
gue aquellos tratamientos con Ca-l + 6-DMAP, etanol + CHX, estimulacion
eléctrica y Ca-l + CHX (Tasripoo et al., 2012).

Por otro lado, en otro estudio se evalué el efecto de 4 tratamientos de activacion
quimica, 6-dimetilaminopurina (6-DMAP), cicloheximida (CHX), anisomicina
(ANY) y etanol (EtOH) sobre la formacion pronuclear y el desarrollo embrionario
de embriones bovinos generados por ICSI. La ICSI se realizé mediante un
procedimiento estandar. Los ovocitos inyectados se distribuyeron al azar y se
activaron con 5 pM de ionomicina durante 5 minutos (lo), seguidos de i) 5 pg/ml
de CHX durante 5 h (lo/CHX), ii) periodo ventana de 3 h seguida de un segundo
tratamiento con lo mas 1,9 mM de 6-DMAP durante 4 h (2l0/6-DMAP), iii) 1
pg/ml de ANY durante 5 h (lIo/ANY), y iv) periodo ventana de 3 h seguida de
etanol al 7% (lo/EtoH). Los embriones se cultivaron en medio KSOM vy la
escision se registrd a las 72 h y la tasa de blastocistos a las 192 h. Los
resultados mostraron diferencias en la escision (P < 0,01) en los tratamientos 6-
DMAP, CHX y ANY (86, 72 y 78%, respectivamente), en relacién con el EtOH
(12%). Del mismo modo, las tasas de blastocistos fue mayor con 6-DMAP, CHX
y ANY (41, 20 y 32%, respectivamente), en relacion con 4% EtOH (Arias et al.,
2015).



En otro estudio en bovinos, se investigo los efectos de la calidad de los ovocitos
y los protocolos de activacion sobre la competencia de desarrollo in vitro de
embriones bovinos después de la ICSI. Los ovocitos bovinos se agruparon en
calidad excelente, buena y mala. Todos los ovocitos se activaron usando solo un
ion6foro de calcio, solo etanol y 6-dimetilaminopurina (6-DMAP) después del
iondforo de calcio. Para los ovocitos de excelente calidad, las tasas de escision
después de ICSI fueron del 70% en el grupo de activacion de ionoforo de Ca + 6-
DMAP, 47% en el grupo de activacion de etanol, 41,82% en el grupo de ionéforo
de Cay 30% en el grupo control. Las tasas de escision de los ovocitos de buena
calidad después de la activacion con estos diferentes agentes fueron 31%,
16,03%, 19,8% y 12,9%, respectivamente, mientras que las tasas de los ovocitos
de mala calidad fueron menores 7%, 6%, 2% y 1%, respectivamente (Korkmaz
et al., 2013).

En otra investigacion en bovino, se evalud la eficacia de la técnica ICSI con un
paso adicional de activaciébn de ovocitos antes o después del procedimiento
ICSI. Se utilizé ionéforo de calcio A23187 para activar los ovocitos y determinar
su efecto sobre el desarrollo en ovocitos antes y después de la ICSI. Los
resultados en el tratamiento de activaciéon con A23187 antes o después de la
ICSI fue mas eficaz que una combinacién de ambos tratamientos (Habsah et al.,
2016).

Otro estudio en bovino, se investigo la inyeccion subzonal de esperma (SUZI)
para conocer los patrones de penetracion de los espermatozoides y utilizar la
ICSI para mejorar la produccion de embriones bovinos utilizando gametos de
baja calidad. Los ovocitos de baja calidad fueron sometidos a SUZI con esperma
de dos toros, A y B, con mal y buen vigor espermatico, luego, los ovocitos de
mala y buena calidad se sometieron al ICSI seguido de una activacion quimica
con ionomicina y 6-DMAP. Las tasas de penetracion de los ovocitos fueron
menores para el toro A que para el toro B (29,6% vs. 53,8%, P < 0,05), dentro de
las primeras horas y disminuye cuando la SUZI se realizdé después de 3 horas
del procesamiento del esperma siendo mas marcada para el toro B. Mientras
que, en la ICSI, independientemente del toro o del grado de calidad de los
ovocitos, no hubo diferencias en las tasas de clivaje o de blastocistos (Ohlweiler
et al., 2013).

En caprinos, se investigo el efecto de la activacion del ionéforo de calcio en la

produccion de blastocistos tras la ICSI en ovocitos madurados in vitro. Se



seleccionaron un total de 470 ovocitos madurados in vitro y se dividieron
aleatoriamente en tres grupos. En el grupo 1, (n = 168) se inyectaron ovocitos
maduros con micropipeta de inyeccién sin esperma como control. En el grupo 2,
(n = 152) se inyectaron espermatozoides capacitados en el citoplasma del
ovocito. En el grupo 3, (n = 150) se inyectaron espermatozoides capacitados en
el citoplasma del ovocito y luego se activaron con 5 uM de ionéforo de calcio
durante 5 minutos. Luego, los ovocitos de todos los grupos se cultivaron en
medio RVCL para el desarrollo del embrién. La tasa de escision se observo
después de 48-72 h de la inyeccion. La tasa de escision y la produccion de
blastocistos en los grupos 1, 2 y 3 fueron de 0,00 y 0,00; 18,42y 3,57; y 61,33%
y 16,30%; respectivamente (Kharche et al., 2016).

2.2. Proceso de fecundacion de ovocitos

En los mamiferos, la fecundacion se define como el proceso en el que un
espermatozoide capacitado atraviesa el cumulus oophorus y la zona pellcida
(ZP), se fusiona con la membrana del ovocito y lo activa para dar lugar a una
serie de eventos que posteriormente daran inicio a la embriogénesis, dicho
proceso ocurre generalmente en la ampulla del oviducto (Yeste, 2013a). Por otro
lado, para que un espermatozoide interactle con el ovocito, debe haber sido
capacitado previamente. La capacitacion de los espermatozoides consiste en
una amplia gama de cambios que ocurren después de la eyaculacion, cuando
los espermatozoides entran en contacto con los fluidos del tracto genital
femenino, los que incluyen la afluencia de Ca®", la fosforilacion de las proteinas
espermaticas, cambios en los patrones de motilidad de los espermatozoides y un
aumento en el desorden de los lipidos de la membrana plasmética (Aitken &
Nixon, 2013).

Los espermatozoides capacitados deberan atravesar las diferentes envolturas
que rodean al ovocito (cumulus oophorus y ZP) para contactarse y fusionarse
con la membrana plasmatica del mismo. El proceso involucra interacciones
célula-matriz (espermatozoide-cumulus oophorus y espermatozoide-ZP) y célula-
célula (membranas plasmaticas del espermatozoide y el oolema del ovocito),
mediadas por moléculas presentes en ambos gametos, y culmina con la fusién
de las membranas que desencadena la activacion del ovocito (Gémez, 2019).
Como consecuencia de ello da comienzo la exocitosis de los granulos corticales,
reanudacion del ciclo celular meidtico, extrusion del segundo corpusculo polar
(CP), reordenamiento del citoesqueleto, reclutamiento del ARNm materno

(traducciébn de los ARNmM maternos), descondensacion de la cabeza



espermatica, formacion de prondcleo (PN) masculino y femenino, singamia de
los PN, transicion de la meiosis a la mitosis y la activacién del genoma del cigoto
para dar lugar al desarrollo embrionario (Swann et al., 2004; Ajduk et al., 2006;
Swann & Yu, 2004; Swann & Lai, 2016).

2.3. Activacion de ovocitos

2.3.1. Mecanismo de la activacion de ovocitos

Tras la fusion de las membranas del espermatozoide y del ovocito, todo el
espermatozoide, excepto la membrana plasmética, es engullido por el citoplasma
del ovocito (Yanagimachi, 1998). Seguidamente, se produce un proceso
conocido como activacion del ovocito que permite al ovocito, secuestrado en
metafase Il de meiosis, completar la segunda divisibn meiética (Jones, 2007;
Horner & Wolfner, 2008; Dale etal., 2010). En circunstancias normales, la
presencia de un espermatozoide en el citoplasma del ovocito provoca una serie
de aumentos repetidos de la concentraciéon de Ca®* intracelular ([Ca®]), los que
se conocen como oscilaciones de calcio (Swann, 1990; Kline & Kline, 1992), que
provocan una serie de eventos clave, conduciendo a una serie de cambios
morfoldgicos y bioquimicos, constituyendo los primeros pasos del desarrollo
embrionario. La activacion del ovocito, comprende eventos tempranos, como la
exocitosis de los granulos corticales y la reanudacion del ciclo celular meiético; y
eventos tardios, como la extrusion del segundo CP, los reordenamientos del
citoesqueleto, el reclutamiento del ARNm materno (traduccion de los ARNm
maternos), la descondensacion de la cabeza espermatica, la formacion de los
PN vy la transicion de la meiosis a la mitosis (Swann et al., 2004; Ajduk et al.,
2006; Swann & Yu, 2004; Swann & Lai, 2016). Estas oscilaciones periddicas de
la [Ca®']; producen una ventana temporal especifica, y son criticas tanto para la
activacion del ovocito como para el inicio de la embriogénesis (Amdani et al.,
2016).

Actualmente se acepta en mamiferos, a la proteina citosoélica especifica de los
espermatozoides, conocida como la fosfolipasa ¢ zeta (PLCC), como una
candidata del factor activador de ovocitos transmitido por espermatozoides
(SOAF), del inglés: sperm-borne oocyte activating factor, y que activa a los
ovocitos tras la fusién entre el espermatozoide y el ovocito (Saunders et al.,
2002; Kashir et al., 2010; Amdani et al., 2016).

Como se mencionod, la fusibn desencadena la activacion del ovocito, esto se

debe a que el espermatozoide no sélo introduce su material genético en el



ooplasma del ovocito, sino también a la proteina PLCC (Yeste et al., 2016; Kashir
et al., 2010; Nomikos et al., 2017). Una vez introducida la PLC(, esta se dirige a
las vesiculas citoplasmaticas que contienen fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) y
promueve la produccion de dos nuevas moléculas el inositol 1,4,5-trifosfato (1P3)
y el diacilglicerol (DAG). Luego, las moléculas de IP; se unirdn a su receptor
(IPsR) presente en el reticulo endoplasmico (RE), lo que conducira a la liberacién
del Ca** de las reservas del RE (Yu et al., 2012).

La generacién de oscilaciones intermitentes de Ca?* de larga duracién se
produce debido a una regulacién dual de IP;R. La disminucion de la [Ca®];
aumenta la sensibilidad de IP3R, lo que da como resultado la liberacion de ca?

del RE; mientras que si la [Ca®"],

es elevada, se inhiben los canales IP;R y se
detiene el suministro de Ca* al citoplasma (Williams, 2002; Stein et al., 2020).
Las oscilaciones de Ca®" activan varias quinasas de los ovocitos que
desencadenan diferentes eventos posteriores necesarios para la fertilizacién en
un orden dependiente del tiempo (Ducibella et al., 2002). Primero, el DAG vy el
Ca?" libre en el citoplasma, promueve la activacién de la proteina quinasa C
(PKC), y este fosforila al sustrato de PKC ricos en alanina miristoilada
(MARCKS), que son responsables de la induccién de la exocitosis de los
granulos corticales (CGs) y del bloqueo de la polispermia, ver Figura 1 (Tsaadon

et al., 2008). En segundo lugar, el aumento de la [Ca®"]

activara la proteina
quinasa Il dependiente de Ca**/calmodulina (CaMKII), que a su vez fosforilara el
inhibidor mitético temprano 2 (Emi2). Entonces, Emi2 serd degradado por un
complejo de ubiquitina-ligasa y ya no podra inhibir al complejo/ciclosoma
promotor de la anafase (Dupont, 1998; Ducibella & Fissore, 2008). El
complejo/ciclosoma promotor de la anafase (APC/C) activa promovera la
extrusion del segundo cuerpo polar mediante la degeneracién de la securina y la
posterior inhibicién de la separasa (Jones, 2005) y la liberacion del ovocito de la
segunda divisibn meidtica por la degradacion del factor promotor de la
maduracion (Madgwick et al., 2005). El factor promotor de la maduracién (MPF)
es una proteina quinasa heterodimero serina-treonina, compuesta por una
subunidad catalitica, quinasa dependiente de ciclina 1 (CDK1) también llamada
p34°*?, y una subunidad reguladora, ciclina B (CNB1). Especificamente, APC/C
se dirige a la degeneracion de CNB1. Sin embargo, se ha informado que para
disminuir los niveles de MPF y permitir la reanudacion del ciclo celular, tanto la

degeneracién de CNB1 por APC/C como la inhibicién de CDK1 por la proteina



quinasa 2 similar a Weel (WEEZ2), que es otro ovocito quinasa, son necesarias
(Sang etal, 2018; Oh etal., 2011). Finalmente, las oscilaciones de Ca**
inactivaran la ruta de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK), que
permitird la formacioén de los PN (Ducibella & Fissore, 2008). Por lo tanto, las
deficiencias en cualquiera de las proteinas de los espermatozoides u ovocitos
involucradas en la activacion del ovocito probablemente conducirdn a fallas en la

fertilizacion.
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Figura 1. Activacion del ovocito desencadenada por el factor especifico trasmitido por

los espermatozoides (Cardona et al., 2020).

2.3.2. Regulacion del ciclo de calcio en la activacion

Tras la fusién, el Ca®" se libera del RE a través del IPs;R hacia el citoplasma del
ovocito, lo que da como resultado un aumento de la [Ca?']. Posteriormente, las
ATPasas de Ca”** de la membrana plasmética (PMCA) y los intercambiadores de
Na‘/Ca?* exportan una gran parte de los iones de Ca®" citoplasmicos al medio

extracelular. Como consecuencia, los niveles de Ca?* intracelular volveran a los



niveles iniciales por la disminucién de Ca? en el oolema del ovocito. Sin
embargo, las reservas de Ca?" intracelular en el RE son limitadas. Por lo tanto,
se requiere la necesidad de que los iones Ca* migren desde el medio
extracelular al citoplasma del ovocito para continuar las oscilaciones de Ca®* que
se observan después de la fertilizacion. Esta importacion de Ca* se logra
mediante la entrada de Ca* operada por SOCE del inglés, store-operated
calcium entry (Berridge et al., 2000; Bootman et al., 2001) y las ATPasas de Ca**
del reticulo sarcoendoplasmico (SERCA) que facilitan la entrada de Ca®* hacia el
citoplasma del ovocito y el RE del ovocito, respectivamente (Wakai et al., 2013).
En los mamiferos, los dos actores clave de la SOCE son la proteina del canal de
Ca?* activado por liberacion 1 (Orail) y la molécula de interaccion del estroma
(STIM) 1y 2 (Cahalan, 2009; Wang et al., 2012). Mientras que Orail es un canal
de Ca** asociado a la membrana plasmatica, STIM 1 y 2 son sensores de Ca*
asociados a la membrana del RE. STIM 2 sélo se activa cuando hay una
pequefia disminuciéon de Ca* almacenado en el RE, mientras que STIM1 se
activa cuando las reservas del RE se agotan drasticamente del ion Ca?
(Brandman et al., 2007).

Cuando el STM1 detecta niveles bajos de Ca? en el lumen del RE, las STIM1s
se agrupan y migran hacia la membrana plasmatica del ovocito. Esto permite la
interaccion y la posterior apertura del canal Orail, que a su vez da como
resultado la entrada de Ca** en el ovocito. Este Ca®* es posteriormente
bombeado de regreso al lumen del RE por las bombas de calcio SERCA. Este
mecanismo de ciclo de Ca** asegura el periodo prolongado de aumentos de
Ca®", conforme a la Figura 2 (Brandman et al., 2007; Cahalan, 2009; Miao et al.,
2012).

Aunque se ha demostrado que SOCE apoya la afluencia de Ca** durante la
activacion de ovocitos en experimentos con ratones y cerdos (Wang et al., 2012;
Gomez-Fernandez et al.,, 2009; Lee etal.,, 2012; Wang et al., 2015), pero se
cuestiona su importancia y necesidad. En el raton, se ha demostrado que la
interferencia del sistema STIM1/2-Orai todavia resultaba en oscilaciones de Ca**
(Miao et al., 2012; Takahashi et al., 2013). Esto plantea la posibilidad de que los
mecanismos de entrada de Ca®* independientes de SOCE sean responsables de
mantenerlos transitorios de Ca** de larga duracién. Recientemente, la necesidad
de STIM1 y STIM2 se consider6 mediante la creacion de ratones knockout
condicional especificos de ovocitos (cKO) para ratones STIM1 y STIM2 y

STIM1/2 doble-cKO. Los resultados mostraron que la ausencia de STIM1 y/o
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STIM2 no afecté las reservas de Ca?* del RE, elinflujo de Ca? después del
agotamiento de las reservas o el patrén normal de oscilaciones de Ca®'. Se
observaron resultados similares en ratones knockout (KO) de Orail. Estos datos
muestran que el mecanismo STIM-Orai es prescindible para soportar las
oscilaciones de Ca** en los ovocitos de raton tras la fertilizacion (Bernhardt et al.,
2017). Los estudios con ratones determinaron la participaciéon de diferentes
canales de una manera independiente de SOCE. Estos principales canales del
oolema que intervienen en el influjo de calcio extracelular para apoyar las
reservas del RE y por ende las ocurrencias de oscilaciones son el canal de tipo T
activado por voltaje Cav3.2, también responsable del influjo durante la
maduracion (Bernhardt et al.,, 2015). Ademas, se descubri6 que el canal del
potencial receptor transitorio de melastatina 7 (TRPM7) era un candidato
prometedor para contribuir al influjo de Ca* (Bernhardt etal., 2018). Estos
resultados postulan que, por ejemplo, los ovocitos porcinos podrian depender
méas de SOCE que los ovocitos de ratén, lo que podria explicar las diferencias
observadas entre especies. Por otra parte el canal TRPV3 presente en el ovocito
también podria contribuir a las oscilaciones (Carvacho et al., 2013).

2.3.3. Reservorios del calcio

Si bien el reticulo endoplasmético es el principal reservorio de calcio en el
ovocito (Gardiner & Grey, 1983), las mitocondrias también contribuirian a esta
funcién, ademas de su rol en la fosforilacion oxidativa (Dumollard et al., 2004).
Por lo tanto, juegan un papel importante en los ovocitos durante la fertilizacion.
Como se observa en la Figura 2, después de la liberacion de Ca** inducida por
IP; desde el RE al citoplasma del ovocito, las mitocondrias captan Ca** a través
del canal de captaciéon 1 de Ca* mitocondrial o MICU1 (Perocchi et al., 2010).
Dentro de la matriz mitocondrial, la presencia de iones de Ca®" estimula la
produccion de energia (ATP). A su vez, el ATP mitocondrial se libera fuera de las
mitocondrias y es consumido por bombas SERCA para restaurar los niveles de
Ca?" en el RE, que luego esté listo para inducir un nuevo aumento de Ca?* en el
citoplasma del ovocito. Por lo tanto, las mitocondrias también son importantes
depésitos de Ca?" que contribuyen a la homeostasis del Ca?* y la induccion de
Ca?* aumenta (Duchen, 2000; Rizzuto et al., 2000). En este sentido, ovocitos con
menor cantidad de mitocondrias o funcion mitocondrial alterada presentarian
problemas de activacion con fallas en el patron de oscilaciones de calcio (Yeste
et al., 2016).
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Figura 2. Mecanismos de los ovocitos implicados en la regulacion de ca® durante la

activacion de los ovocitos (Yeste et al., 2016).

2.4. Activacion artificial de ovocitos

La activacion artificial de ovocitos (AOA) intenta inducir la activacion utilizando
las propiedades fisioldgicas de los gametos. En general, intentan aliviar la
concentracion de calcio intracelular e imitan las oscilaciones. Como se sabe,
existe una gran variabilidad especifica de especies en los mecanismos de
activacion de los ovocitos, por lo tanto, los diferentes métodos de AOA pueden
tener éxito en una especie, pero no en otra. La activacién de ovocitos se puede
clasificar en funcién del mecanismo que provoca el disparo de Ca* similar a la
fertilizacién, siendo estos: mecanicos, eléctricos y quimicos (Meerschaut et al.,
2014). Sin embargo, la activacion quimica es la estrategia mas utilizada, la cual
se clasifica en funciéon de la respuesta de Ca®* que provoca en los ovocitos:
transicion Gnica de Ca**, oscilaciones dinamicas de Ca®'y las independientes
del gatillo o disparador inicial de Ca**, ver Figura 3 (Ferrer-Buitrago et al., 2018).
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 Transicién Unica de Ca*": ionomicina, calcimicina (A23187) y etanol.

e Oscilaciones dinamicas de Ca®*: timerosal, SrCl,, ésteres de forbol, alcohol
anhidro y PLCC.

e Independientes del gatillo inicial de Ca*: 6-DMAP, estaurosporina, H7,
cicloheximida, anisomicina, puromicina, roscovitina, DhL, RO-3306,
butirolactona | y bohemina.

2.4.1. Agentes inductores de transicién tnica de Ca**

lon6foros de Ca**

Los ionéforos de Ca®*, como la calcimicina (A23187) y la ionomicina son dos

antibidticos carboxilicos, sintetizados por actinomicetos de las especies

Streptomyces chartreusensis y Streptomyces conglobatus, respectivamente. Son

moléculas solubles en lipidos y pueden transportar iones a través de la bicapa

lipidica. Estos les confieren una alta permeabilidad a las membranas celulares
para los iones de Ca*", permitiendo asi la entrada del Ca®* en el ovocito desde el
medio extracelular y el aumento de la concentracion de calcio
intracitoplasmaético. Los ovocitos expuestos experimentan un aumento de Ca**
libre intracitoplasmatico, resultante de la afluencia de Ca** asi como también de
la liberacion de Ca?* de los depésitos intracelulares, en particular del RE (Ferrer-

Buitrago et al., 2018). Sin embargo, no pueden inducir oscilaciones de calcio,

sino un Unico aumento. La exposicion a los ionéforos conduce a altas tasas de

activacion y formaciéon de blastocistos, sin embargo, su competencia varia para
inducir la activacion y la formacion de blastocistos.

Etanol

De manera similar que los ion6foros de Ca?*, el etanol provoca una sola

transicion de Ca?*, causado por una alteracion de la fluidez de la membrana

seguida de una fuga de Ca** a través de la membrana (Rybouchkin et al., 1996).

Al igual que con los ionéforos de Ca®, el flujo de Ca** inducido por el etanol se

produce durante el tiempo que se aplica el etanol y se recupera después del

lavado.

Tras incubar de 5-7 min en 7% de etanol, genera la IP; mediante la hidrdlisis de

PIP, en la membrana del ovocito para alterar la estabilidad de la membrana del

mismo, inducir aumentos de sefializacién de Ca®' intracelular y aumentar la

liberacion de Ca** del almacenamiento de calcio y la afluencia de Ca®'
extracelular. Por lo tanto, el Ca* intracelular aumenta y este aumento provoca la

activacion del ovocito (Han & Gao, 2013).
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2.4.2. Agentes que inducen oscilaciones dindmicas de Ca®'

Silicato de mercurio (timerosal)

El reactivo sulfhidrilo timerosal se ha propuesto como un agente activador dada
su capacidad para inducir oscilaciones de Ca** inducidas por Ca** (Mehlmann &
Kline, 1994). El timerosal induce oscilaciones similares a la fertilizacion al oxidar
los grupos tiol de la proteina en el IP;R. Como consecuencia, se observa una
sensibilizacion del receptor a la concentracion citosolica de IP; (Swann, 1991). A
pesar de evocar oscilaciones de Ca®*’, el timerosal no puede mediar la
reanudacion meidtica por si solo, dado el efecto redox que ejerce sobre la
proteina del citoesqueleto, lo que impide la progresion del ciclo celular
(Alexandre et al., 2003). Curiosamente, el timerosal en combinacién con el
inhibidor redox ditiotreitol (DTT) permite la activacion de ovocitos en varias
especies de mamiferos (Swann, 1991; Herbert et al., 1995; Machity et al., 1997;
Deng & Shen, 2000).

Estroncio

El cloruro de estroncio (SrCl,), es muy eficaz e induce no s6lo una elevacién de
la concentraciéon de Ca**, sino también oscilaciones (Vanden et al., 2013) que
son similares a las que se observan en la fertilizacion (Bevacqua et al., 2010;
Kharche & Birade, 2013) probablemente mediante su unién a los IP3;R del RE. El
Sr** libera el Ca?* de los almacenes intracelulares, lo que promueve los pulsos
de Ca** (Shirazi etal., 2009; Barbosa etal., 2013), que son inferiores en
frecuencia y amplitud, pero de mayor duracion que los observados durante la
fertilizacién (Hosseini et al., 2008; Shirazi et al., 2009; Barbosa et al., 2013). Al
igual que el SrCl, que provoca transitorios multiples de Ca®* se encuentran los
ésteres de forbol (Cuthbertson & Cobbold, 1985), y el alcohol anhidro (Liu et al.,
2013).

PLCQ

Después del descubrimiento del papel de PLC{ como desencadenante de la
activacion de los ovocitos, surgieron las ideas de utilizar la proteina como
activador artificial. Cuando se inyecta la PLC{ humana recombinante en
ovocitos, evocan oscilaciones de Ca®* que se parecen mucho a las iniciadas por
los espermatozoides después de la fertilizacion (Kashir et al., 2011; Yoon et al.,
2012). En estudios donde se inyectd6 ARN complementario (ARNc) de PLCC en
ovocitos en MIl, también desencadena oscilaciones con un desfase de tiempo

gue permite la sintesis de proteinas (Saunders et al., 2002).
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2.4.3. Agentes independientes de Ca*

La activacién del ovocito se produce como consecuencia inmediata de la
degradacion completa del complejo proteico MPF, CDK1-Ciclina B, responsable
de mantener al ovocito en detencion meiética (Shoji et al., 2006). Por lo tanto, el
disefio de un enfoque de AOA requiere dirigirse a la degradacion del MPF. Para
ello, varios agentes han demostrado su capacidad para interrumpir la funcion del
MPF en ausencia del desencadenante inicial de Ca*".

2.4.3.1. Inhibidores de amplio espectro

Los principales mecanismos actualmente utilizados para disminuir MPF
consisten precisamente en incubar en inhibidores de amplio espectro, ya sea de
la sintesis y/o fosforilacion de proteinas. Los principales inhibidores de la
fosforilacion de proteinas son el 6-DMAP, estaurosporina y H7; y para la
inhibicibn de la sintesis de proteinas son la cicloheximida, anisomicina y
puromicina.

6-dimetilaminopurina

El 6-dimetilaminopurina (6-DMAP), es un inhibidor global de las proteinas
guinasas con muchos objetivos a lo largo de la cascada de activacion (Szollosi
etal.,, 1993) que disminuye abruptamente los niveles de MPF y MAPK,
induciendo una rpida formacion de los PN e inhibiendo la extrusion del segundo
CP (Liu & Yang, 1999). La desfosforilacién del complejo p34°*-ciclina B genera
un MPF activo que participa en el mantenimiento de la detencién meidtica. La
desfosforilacion es catalizada por la fosfatasa cdc25, cuya actividad puede
bloquearse inhibiendo su fosforilacion mediante inhibidores de la proteina
quinasa. El 6-DMAP provoca la liberacion de la detencion meiética mediante la
inhibicion de cdc25, impidiendo asi la desfosforilacién, es decir, la activacion de
MPF. Un intervalo de 3 h entre la exposicion a la ionomicina y el tratamiento con
6-DMAP es crucial para permitir la extrusion del segundo CP (Ock et al., 2003).
Sin embargo, a pesar que el 6-DMAP induce altas tasas de activacion, la
formacion de los PN y el desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto
en ovejas y bovinos (Liu et al., 1998; Loi et al., 1998), el problema radica en la
poca selectividad por ser de amplio espectro de accién, lo que implica que no
interfiere especificamente con una quinasa, sino que puede también afectar
otras quinasas involucradas en procesos celulares, cuyo efecto puede ser letal
en los subsecuentes eventos celulares después de la activacion (Susko-Parrish

et al., 1994). Mas aun, este compuesto causa dafios en el ADN, reflejados en el
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patron anormal de cariocinesis en el primer ciclo celular, y ademas incrementa la
incidencia de anormalidades cromosémicas en partenotes y embriones clonados
(Bhak et al., 2006).

Estaurosporinay H7

La estaurosporina y la H7, son inhibidores inespecificos de las proteinas
quinasas, da lugar a la reanudacion de la meiosis sin la liberacion de Ca** y a la
formacion de los PN en oocitos de raton y de cerdo (Mayes et al., 1995; Wang
et al., 1997).

Cicloheximida

Es un inhibidor global de novo de la sintesis de proteinas que altera el equilibrio
al interrumpir la sintesis continua de la ciclina B, en consecuencia, reduce los
niveles de MPF (Yang et al., 1994; Moses & Kline, 1995; Suttner et al., 2000;
Rogers et al., 2006).

Anisomicina

Inhibe la sintesis de proteinas, actla especificamente en la fase de traduccion
(Arias et al., 2016). Felmer & Arias (2015) demostraron que mejora la calidad de
los blastocistos y reduce la aparicion de anomalias cromosémicas, es decir,
presentan una ploidia normal en la activacion partenogenética y de los
embriones reconstruidos de transferencia nuclear de células soméaticas (SCNT).
La anisomicina ha dado lugar a tasas de desarrollo superiores de los embriones
resultantes, en comparacién con la cicloheximida y el 6-DMAP (Felmer & Arias,
2015; Arias et al., 2016).

Puromicina

Es un inhibidor de la sintesis de proteinas que alivian la detencion meiética al
interrumpir la sintesis continua de la ciclina B (De Sutter et al., 1992; Lu et al.,
2006).

2.4.3.2. Inhibidores especificos

Roscovitina

La roscovitina (Rosc), inactiva el MPF inhibiendo la desfosforilacion de
CDK1/p34°®? y bloqueando su sitio de unién al ATP (Phillips etal., 2002;
Albarracin et al., 2005). De manera similar a la Rosc, la deshidroleucodina (DhL),
inhibe el MPF al interrumpir la fosforilacion de p34°“? (Toranzo et al., 2010;
Canel et al., 2010; Vichera et al., 2010). Al igual que la Rosc y DhL, la RO-3306
inhibe el MPF al inhibir la CDK1.
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Butirolactona |

Es un inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina, inhiben selectivamente la
subunidad catalitica de la MPF y pueden utilizarse para conseguir una alta tasa
de formacion de blastocistos de buena calidad (Dinnyés et al., 1999).

Bohemina

Es un CDK1 sintético derivado de la citoquinina, es un potente CDK1 totalmente
reversible. La actividad inhibidora especifica de CDK1 de la bohemina permite el
estudio del papel de la inhibicion de MPF en la activacién de los ovocitos en

diferentes especies.
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Figura 3. Métodos de activacién quimica en ovocitos.

CaMKII: quinasa Il dependiente de Ca*‘/calmodulina, MAPK: proteina quinasa activada por mitégenos, PN:
prondcleo, MPF: factor promotor de la maduracién, CDK1: quinasa dependiente de ciclina 1, ER: reticulo
endoplasmatico, IPs: inositol 1,4,5-trifosfato, IPsR: receptor del IP;, PIP,: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, IE:
inhibidores especificos, IAE: inhibidores de amplio espectro, ISP: inhibidores de la sintesis de proteinas; IFP:

Inhibidores de la fosforilacion de proteinas.

2.5. Produccién in vitro de embriones

La tecnologia de produccion in vitro (PIV) de embriones, representa una
biotecnologia de gran trascendencia productiva para el mejoramiento genético
de animales élite como también para preservar especies de interés, esta técnica
aun no esta bien desarrollada en los camélidos en comparacion con otras
especies. La singularidad de la fisiologia reproductiva de las distintas especies
no permite extrapolar directamente los sistemas de PIV de una especie a otra.
No obstante, aunque se espera un gran progreso en este campo para

establecerlo de forma rutinaria en los camélidos, se ha acumulado informacion
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sobre todos los pasos de este proceso (Skidmore etal., 2020). La PIV de
embriones, puede ser mediante los métodos como la FIV convencional, ICSI,
partenogénesis y clonacion por SCNT o biparticion, tanto la FIV convencional y
la ICSI pasan por tres etapas fundamentales: maduracion in vitro (MIV) de
ovocitos, fecundacion in vitro (FIV) de los ovocitos madurados y cultivo in vitro
(CIV) de los embriones.

2.5.1. Maduracion in vitro

2.5.1.1. Obtencion de ovarios

Los ovocitos pueden recogerse de animales vivos o tras la ablacion ovérica de
un animal sacrificado (Moawad et al., 2020). La fuente tradicional de ovocitos
para la PIV de embriones son los ovarios de matadero que proporcionan un gran
namero de ovocitos competentes y es un requisito fundamental para la PIV en
cualquier especie. Los ovarios de los mataderos, al ser la fuente mas barata y
abundante de ovocitos, se utilizan para la produccién a gran escala de ovocitos
maduros en la mayoria de las especies animales. Sin embargo, debido al
limitado nUmero de mataderos en todo el mundo, esta fuente es insuficiente en
los camélidos (Wani, 2021). En la mayoria de los estudios, los ovarios recogidos
en el matadero se han transportado al laboratorio en solucién salina normal
(SSN) o en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a 30-37 °C (Del Campo
et al., 1992; Fathi et al., 2018) siendo estos recogidos inmediatamente después
de su sacrificio. Pueden ser almacenados en soluciobn salina normal a
temperatura ambiente durante un méximo de 12 horas, sin ningun efecto
perjudicial en la tasa de maduracion de los ovocitos recogidos, sin embargo, las
fluctuaciones en la temperatura de los medios de mantenimiento durante su
almacenamiento afectan negativamente a las tasas de maduracion de los
ovocitos (Wani & Nowshari, 2005).

2.5.1.2. Recuperacion de los complejos ovocito-cumulus

En los camélidos, se han descrito varios métodos para la recoleccion de ovocitos
de animales después del sacrificio como la excision de los foliculos de los
ovarios y la separacion de los mismos con 2 agujas (Nowshari, 2005), la
aspiracion del contenido de los foliculos con una aguja conectada a una jeringa o
la presion constante de una bomba de vacio (Ruiz et al., 2017; Wani & Hong,
2018; Fathi et al., 2018), el slicing del ovario con una cuchilla (Abdoon, 2001,
Torner et al., 2003), o el picado del ovario (Del Campo et al., 1994), y en alpacas

se han reportado tres técnicas como la aspiracion folicular, slicing folicular
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(incision de la superficie del foliculo del ovario) y diseccion-ruptura folicular
(Gomez etal.,, 2013). Estas técnicas nos permiten recuperar los complejos
ovocito-cumulus (COCs) usando foliculos no ovulatorios, que bajo condiciones
fisiologicas normales se tornarian en foliculos atrésicos lo cual es de mucha
importancia para lograr el maximo aprovechamiento del potencial genético de
una donadora mediante procedimientos in vitro (Gordon & Lu, 1990).

La aspiracion de los foliculos visibles mediante una jeringa o una bomba de
vacio es mas sencilla y ha sido el método mas comunmente empleado en los
camélidos porque el picado o el corte de los ovarios produce una reserva de
COCs de foliculos pequefios que no maduran bien y tienen un potencial de
desarrollo muy bajo después de la maduracion y la cantidad de restos y células
sanguineas dificulta la busqueda de los COCs en la placa de busqueda
(Skidmore et al., 2020). El calibre de la aguja utilizada para la aspiracién de los
foliculos afecta a la calidad y al nimero de COCs obtenidos. La aspiracion con
una aguja de calibre 20 G produce un mayor nimero de ovocitos totales y de
categoria | que una aguja de 18 o 19 G (Abdoon, 2001). Por otro lado, la
extirpacion de los foliculos y separarlos bajo un estereomicroscopio previo corte
de los tejidos circundantes y lavadas varias veces con solucién salina estéril,
aunque requiere mucho tiempo, podria utilizarse si s6lo se van a procesar unos
pocos ovarios, ya que produce mas COCs y de mejor calidad (Nowshari, 2005).
Para la busqueda de los COCs de ovarios del matadero, se han utilizado medios
como el TCM 199 tamponado con HEPES, la solucién salina normal o la solucion
salina tamponada con fosfato suplementado con 10 % de suero fetal bovino
(Ferré et al., 2020; Sansinena et al., 2007; Versieren et al., 2010; Wani & Hong,
2018).

2.5.1.3. Seleccion y clasificacién de ovocitos

Una etapa critica en el procedimiento de PIV es la selecciobn de ovocitos de
buena calidad para poder garantizar la maduracion in vitro y su posterior
desarrollo embrionario. La seleccion se realiza generalmente en base a varios
criterios como son el estadio nuclear, didmetro del ovocito, caracteristicas
citoplasméticas, aspecto de la corona radiada y expansion o distribuciéon de las
células del cumulo (Chen, 1986; Xu et al., 1986; Younis et al., 1989; Watanabe
et al., 1998).

Dentro de la PIV de embriones, los aspectos mas importantes que se evallan en

la calidad de ovocitos, es la presencia de los COCs, con un minimo de 5 capas
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que cubran la totalidad de la superficie del ovocito, el citoplasma sea de color
gris oscuro uniforme y no contenga manchas (Palma, 2001). Para la clasificacion
de los ovocitos en los camélidos sudamericanos (CSA), muchos investigadores
acogieron la clasificacion propuesta por Ratto et al. (2005), clasificacion que esta
de acuerdo a la compactacién de cumulo y su aspecto citoplasmatico.

Tabla 1. Clasificacién de los complejos ovocito-cumulus.

Categorias Caracteristicas por categoria

| COCs con cumulos de capas multiples (> 5 capas), compacto y
citoplasma homogéneo.
COCs parcialmente rodeados por células del camulo (entre 2-4 capas), y
con citoplasma homogéneo.
COCs con cumulo < 1 capa de granulosa o en partes desnudos y
citoplasma variado.

v Incluye a los ovocitos desnudos y con citoplasma granular.

Ratto et al. (2005)

2.5.1.4. Maduracion in vitro de ovocitos

La mayoria de los ovocitos de camélidos recogidos de ovarios del matadero o de
animales vivos que no han sido inyectados con GnRH antes de la aspiracion de
los foliculos, se encuentran en la fase de vesicula germinal (GV) y necesitan ser
cultivados in vitro para alcanzar la fase M-Il (Skidmore etal., 2020). La
maduracion in vitro es un paso importante y un requisito previo para la PIV de
embriones, esto comprende tanto la maduracién nuclear y citoplasmatica,
durante lo cual sufren cambios con el fin de preparar para ser fecundados con
éxito y desarrollarse posteriormente.

Bajo condiciones de laboratorio, la maduracién nuclear y citoplasmatica se han
realizado utilizando medios de cultivo clasificados en medios simples y
complejos (Gordon, 1994). En la MIV de ovocitos de camélidos, se han utilizado
diferentes medios de cultivo como el medio de tejidos-199 (TCM-199), el medio
CR-laa, Hams F-10, y el medio CMRL-1066. (Nowshari, 2005; Wani & Nowshari,
2005; Ratto et al., 2007; Trasorras et al., 2009; Wani & Skidmore, 2010; Ruiz
et al., 2017), siendo el TCM-199 superior sobre el CR-1aa o el medio CMRL-
1066 para la maduraciéon de ovocitos (Nowshari, 2005; Torner et al., 2003). En la
mayoria de los estudios, el medio se complementa con un 10% de FCS, 0,25
mg/ml de piruvato, 50 ug/ml de gentamicina, 10 yg/ml de FSH, 10 yg/ml de LH y
1 pg/ml de estradiol, y en algunos casos también se han afadido 500 ug/ml de
cisteamina (Khatir etal., 2004) o L-glutamina y bicarbonato sédico (Wani &
Wernery, 2010; Ruiz et al., 2017).
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Existen reportes con respecto al tiempo adecuado de maduracién nuclear y
citoplasmético en camélidos, variando desde 24-40 h. En dromedarios la MIV de
los ovocitos fueron reportados de 32-36 h como 6ptimos (Abdoon, 2001; Torner
et al., 2003; Wani, 2009); sin embargo, los estudios sobre la cinética y la
ultraestructura de los oocitos durante su maduracién nuclear (Brogliatti et al.,
2000; Kafi et al., 2005; Wani & Nowshari, 2005) y el potencial de desarrollo
después de la activacion quimica (Wani, 2008) sugieren que el tiempo de cultivo
6ptimo es de alrededor de 28-30 h. También se ha observado una configuracién
anormal de la cromatina y cambios degenerativos después de 40 h de cultivo
(Kafi et al., 2005). En dromedario, la activacion de los ovocitos después de 28 h
de maduracién in vitro, con ionomicina y posterior cultivo en 6-DMAP, da
resultados 6ptimos y mayores tasas de produccion de blastocistos (Wani, 2008),
lo que indica una maduracion citoplasméatica completa y preparada para sostener
un mejor desarrollo alrededor de este tiempo (Wani, 2021).

2.5.2. Fecundacion in vitro

La fecundacion in vitro, se define como la unidon de los ovocitos maduros
rodeados de células del cumulus con los espermatozoides seleccionados y
capacitados en una placa de cultivo, por lo tanto, dicho proceso se realiza fuera
del tracto genital femenino. Sin embargo, esta definicion ha sido hoy en dia
modificada con el desarrollo de la técnica ICSI, que se considera una variante de
la FIV convencional o clasica.

2.5.2.1. Recuperacion, seleccidn y capacitacién espermatica

Los espermatozoides pueden ser recuperados en animales vivos por los
métodos como la vagina artificial, electroeyaculacion, fundas vaginales,
aspiracion vaginal postcoital y desviacién de los conductos deferentes (Curie,
2008), o a partir del epididimo de los testiculos de animales muertos o de
animales castrados.

Tradicionalmente se conocen tres grupos de técnicas de seleccion y
capacitacion espermatica, como las técnicas de migracion (Swim up, Swim
down, Sedimentacién migracion), gradientes de densidad (Percoll, Puresperm,
Isolate, Suprasperm) y filtracion (lana de vidrio, columna de Sephadex) de los
cuales los més utilizados son las de migracién y los gradientes que permiten
seleccionar a los espermatozoides motiles del plasma seminal, detritos, células
inmaduras y del diluyente. EI Swim up se lleva a cabo mediante la deposicion de

pellet en el fondo de un tubo de ensayo con el medio adecuado y se incuba por
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espacio de 30 a 60 min a una temperatura de 37 a 38,5 °C y con un angulo < 45°
para aquellas muestras con poca motilidad espermatica y a > 45° para aquellas
muestras con alta motilidad y concentracion espermética. El ascenso de los
espermatozoides esta directamente relacionado con la temperatura y el tiempo
de incubacion, pero principalmente se basa en la capacidad de su motilidad, asi
en la superficie del medio estaran los espermatozoides que presentan una mejor
movilidad rectilinea progresiva, pero esta técnica no proporciona ninguna
seleccion basado en la morfologia normal de la cabeza, la integridad de la
cromatina e integridad acrosomal (Somfai et al., 2002). La principal desventaja
es la baja tasa de recuperacién con 10-20% (Hallap et al., 2004), sin embargo, la
recuperacion de los espermatozoides aumenta en 50 -100% cuando se incuba
30° en comparacién de una incubacion vertical (Purvis & Egdetveit, 1993; Palma,
2001). En el método de Percoll, los espermatozoides se seleccionan en virtud de
su velocidad potencial y su relativa alta densidad. La muestra de semen es
colocada en la parte superior de la gradiente, el cual posee una concentracion
diferencial de 45/90 % o 22,5/45 %, y luego se procede a centrifugar, aquellos
espermatozoides viables se concentran en el fondo del tubo, quedando en las
fases del gradiente los espermatozoides muertos o de baja movilidad, el plasma
seminal, diluyente y demas estructuras (Parrish et al., 1995; Dode et al., 2002;
Kochhar et al., 2003).

Durante la seleccion de los espermatozoides morfolégicamente normales y
moéviles, éstos deben ser capacitados. La capacitacion puede ser lograda con la
exposicion de los espermatozoides a diferentes sustancias o productos que
segregan las células, como las del cimulo. Las sustancias mas utilizadas como
agentes capacitantes son la cafeina (Niwa & Ohgoda, 1988; Nedambale et al.,
2006), heparina (Niwa & Ohgoda, 1988; Parrish etal.,, 1988), mezcla de
penicilamina, hipotaurina y epinefrina, abreviada como PHE (Gordon, 1994) y
BSA (Thomas et al., 2006). Durante el proceso de capacitacion se producen una
serie de alteraciones bioquimicas en la célula, como los cambios estructurales
asociados a los cambios lipidicos en las membranas, metabolismo energético del
espermatozoide, alteraciones de los canales de iones, modulacion de la
actividad de ciertas enzimas, y la fosforilacién de proteinas (Visconti et al., 2011).
2.5.2.2. Inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides

La ICSI es una técnica de fecundacion in vitro que se ha realizado en muchas

especies como bovinos, caprinos, ovinos, equinos, porcinos, ratones, camélidos
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y humanos, la técnica consiste en la introduccion de un Unico espermatozoide
previamente seleccionado en el interior de su citoplasma del ovocito maduro Mill,
este procedimiento evita la union del espermatozoide a la zona pellcida y la
penetracion a través de éste, y la union de sus membranas plasméticas entre el
ovocito y el espermatozoide. Con esta técnica se pueden obviar acontecimientos
gue sufren los espermatozoides como la capacitacion y la reaccion acrosémica,
gue tienen lugar en el tracto reproductor femenino, la maduracion en el
epididimo e incluso la espermiogénesis en el testiculo (Yanagimachi, 1998). En
la fecundacion por ICSI, la membrana plasmatica y el contenido acrosémico del
espermatozoide entran al citoplasma del ovocito, ademas de una pequefia
cantidad del medio extracelular, por lo que los ovocitos tienen que realizar un
trabajo extra para liberarse de la membrana plasmatica y acrosomal del
espermatozoide, diversas macromoléculas agregadas a la membrana plasmatica
del espermatozoide durante la maduracion en el epididimo y eyaculacion, del
contenido acrosomal con un espectro de enzimas hidroliticas y glicoproteinas, y
los componentes del medio durante la inyeccion de los espermatozoides
(Yanagimachi, 2005).

La inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides comprende una serie de
aspectos técnicos como la inmovilizacibn de los espermatozoides,
posicionamiento del CP, aspiracion y expulsién del citoplasma del ovocito, y
finalmente la liberacion del ovocito (Garcia, 2008).

La inmovilizacion comun de los espermatozoides es la rotura mecanica de la
cola mediante un golpe suave en el flagelo del espermatozoide con la pipeta de
inyeccion y el fondo de la placa, lo que se consigue con un movimiento fino y
rapido de la parte biselada de la pipeta de inyeccion, esto permite un dafio en la
membrana plasmatica lo cual permitiria la reaccion acrosdmica, estimula
cambios en el espermatozoide necesarios para inducir la activacion ovocitaria y
facilita la descondensacion y posterior formacion del PN masculino, previene
dafios en las estructuras celulares del ovocito por el movimiento activo del
flagelo del espermatozoide (Dozortsev et al., 1995; Kasai et al., 1999).

Hay mucha controversia con respecto a la posicion 6ptima del primer CP, ya que
se ha asociado con la supuesta ubicacion del huso mei6tico (Hardarson et al.,
2000), aunque la posicion del CP no siempre es una guia real de la localizacién
de la placa metafasica, por lo tanto, los ovocitos se deben inyectar lo mas lejos

posible del corpusculo. Durante la meiosis, el huso meidtico es responsable de la
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alineacion y separacion normal de los cromosomas, por lo que cualquier
alteracion del huso meiético puede conducir a la reordenacion de los
cromosomas en el citoplasma y puede contribuir a la aneuploidia tras la
fecundacion (Pickering et al., 1988), por tanto, para evitar dafios es necesario
posicionar el primer cuerpo polar a las 6 o a las 12 horas y el inyectar de los
espermatozoides en el ovocito entre las 3 y las 9 horas (Nagy et al., 1995;
Palermo et al., 1995); sin embargo, en un estudio realizado por Blake et al.
(2000), demostr6 que la ubicacibn del huso mei6tico en relacion con la
deposicion del esperma puede afectar a la tasa de fecundacion, asi como el
desarrollo embrionario, sugiriendo que el cuerpo polar no se debe colocar a las
5,6, 8,910 12 y 1 horas debido al potencial retraso en la singamia pronuclear,
siendo las 7 y 11 horas con mayores tasas de fecundacion, desarrollo y calidad
embrionaria (Blake et al., 2000; Anifandis et al., 2010). La ubicacién del cuerpo
polar es sélo una medida aproximada de la posicion del huso (Silva et al., 1999),
ya que no siempre coinciden, tal y como demuestran la inmunotincién o la
poliscopia (Wang et al., 2001).

La inyeccion de un ovocito se puede ver dificultada por las caracteristicas
propias de éste ya que no todos los ovocitos responden igual a la inyeccion y
ofrecen una resistencia variable cuando se pretende atravesar la membrana
plasmatica y la zona pellcida. Durante la inyeccion el ovocito puede deformarse
por los posibles dafios del citoesqueleto, esto por la dificultad de pasar la zona
pelacida, ocasionando la degeneracion de los ovocitos debido al dafio
ocasionado por la pipeta de inyeccion.

La aspiracion del citoplasma del ovocito provoca la rotura de la membrana
citoplasmética y nos aseguramos de que nos encontramos en el interior del
ovocito. Algunos estudios demuestran que una vigorosa aspiracion, incluso
permite unos porcentajes de fecundacion mayores que una aspiracion suave
(Tesarik & Sousa, 1995), y por ultimo después de la aspiracion citoplasmaética el
contenido aspirado es devuelto juntamente con el espermatozoide con un poco
de medio extracelular para luego retirar la pipeta de inyeccion y liberar al ovocito
de la pipeta holding.

2.5.2.3. Activacion de ovocitos

Como se menciond previamente, existen muchos protocolos de activacion de
ovocitos, siendo la activacion quimica mas utilizada. Estos compuestos quimicos

ejercen diferentes mecanismos para activar los ovocitos como aumentar por
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Unica vez u oscilar la [Ca*] y la inhibicion de la fosforilacion o sintesis de
proteinas (Ferrer-Buitrago et al., 2018; Hosseini et al., 2008), sin embargo, la
activacion de ovocitos dan resultados inconsistentes entre las especies
estudiadas (Rho etal., 1998; Chung et al., 2000; Galli et al., 2003; Tasripoo
et al., 2012). En la actualidad, hay muy pocos reportes del uso de activadores
para la activacion en ovocitos inyectado en camélidos, de las cuales solo se
menciona la ionomicina/roscovitina (Wani & Hong, 2018), ionomicina y
ionomicina/6-DMAP (Sansinena et al., 2007; Conde et al., 2008; Castro-Modesto
et al., 2022).

2.5.3. Cultivo in vitro

Las condiciones de cultivo no sélo influyen en el desarrollo de los embriones in
vitro, sino que también afectan a su desarrollo in vivo e incluso a la salud de las
crias tras su nacimiento (Mantikou et al., 2013). Por lo tanto, se debe seleccionar
un medio de cultivo, que es un entorno extrafio para el embrién producido in
vitro, con el fin de minimizar el estrés para el embridon cultivado. En el cultivo de
embriones, se han utilizados medios simples o Unicos y medios secuenciales, en
el caso de los medios simples, el embrién permanece en dicho medio durante
todo el tiempo con un recambio al dia tres de cultivo o sin recambios cuando el
medio de cultivo tiene un volumen considerable, mientras que, en los medios
secuenciales, el embrion es cultivado en un medio de desarrollo hasta la etapa
de moérula, posteriormente es cambiado a otro medio para que alcance la etapa
de blastocisto (Cevik et al., 2014; Hosseini et al., 2015; Vazquez-Avendafio et al.,
2017; Sfontouris et al., 2017).

En los CSA, se han utilizado con éxito para el cultivo de embriones medios como
el fluido oviductal sintético (SOF) con aminoacidos afiadidos y ha sido utilizado
para el cultivo de embriones en la mayoria de los estudios reportados (Conde
et al., 2008; Trasorras et al., 2012; Landeo et al., 2017; Ruiz et al., 2017), y con
pocos reportes en el uso de DMEM-F12 (Trasorras et al., 2012, 2014), CR1
(Sansinena et al., 2007), KSOM (Laines-Arcce et al., 2021) y cultivo secuencial
con los medios KSOM y SOF (Huanca et al., 2010).

En la mayoria de los estudios, los embriones se cultivan a 38,5 °C en una
atmosfera de 5% de CO,, 5% de O, y 90% de N, en el aire hasta el dia 7. El
cultivo de embriones a un nivel de O, del 20 % frente al 5 % no parece afectar al
desarrollo embrionario en las alpacas (Ruiz et al.,, 2017); sin embargo, se ha

observado una mejor tasa de produccion de blastocistos a niveles de O, del 5-7
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% en el cultivo de embriones de dromedario (Wani & Wernery, 2010; Wani &
Hong, 2018). Cabe mencionar que la cinética del desarrollo embrionario es mas
rapida tanto in vitro como in vivo en los camélidos, llegando asi al estadio de
blastocisto en el D5, y la mayoria de ellos eclosionan en el D6 del CIV.

2.5.3.1. Evaluacion del estadio de desarrollo embrionario

Los criterios de acuerdo a las pautas de la Sociedad Internacional de Tecnologia
Embrionaria (IETS), se toman para evaluar los estadios de desarrollo
embrionario (Stringfellow & Seidel, 1998; B6 & Mapletoft, 2018).

Sin segmentaciéon de células (codigo 1): Estan presente aquellos ovocitos no
fecundados o un embrién de una célula (zigoto).

Segmentaciéon 2-12 células (codigo 2): Embrion de 2 a 12 células. Se puede
distinguir los blastdbmeros en las primeras divisiones. La masa celular del
embrién ocupa la mayor parte del espacio perivitelino.

Mérula temprana (codigo 3): Una masa de al menos 16 células. Los
blastbmeros individuales son dificiles de distinguir unos de otros. La masa celular
del embrién ocupa la mayor parte del espacio perivitelino.

Morula compacta (c6digo 4): Una masa de al menos 32 blastébmeros hasta los
64 blastdbmeros, Los blastémeros individuales se han unido, formando una masa
compacta. La masa embrionaria ocupa del 60 al 70 % del espacio perivitelino.
Blastocisto temprano (c6digo 5): Se presenta desde las 100 células. Embrién
gue ha formado una cavidad llena de liquido o blastocele. EI embrién ocupa
entre el 70 y el 80% del espacio perivitelino. En este estadio, es dificil diferenciar
la masa celular interna de las células del trofoblasto.

Blastocisto (c6digo 6): Es evidente la diferenciacion visual entre el trofoblasto y
la masa celular interna. El blastocele es muy prominente y el embrién ocupa la
mayor parte del espacio perivitelino.

Blastocisto expandido (cédigo 7): El diametro total del embrién aumenta
drasticamente, con un adelgazamiento simultdneo de la zona pellcida hasta
aproximadamente un tercio de su grosor original.

Blastocisto eclosionado (c6digo 8): Los embriones pueden estar en proceso
de eclosion o haber perdido completamente la zona pellcida. Los blastocistos
eclosionados pueden ser esféricos con un blastocele bien definido o pueden
estar colapsados.

Blastocisto expandido eclosionado (cédigo 9): El blastocisto es idéntico al

estadio anterior, excepto por su tamafio.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion de la zona de estudio

La investigacién fue realizada en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva
de la Estacion Experimental Agraria Canaan del Instituto Nacional de Innovacion
Agraria (INIA), ubicado en el distrito de Andrés Avelino Caceres Dorregaray de la
provincia de Huamanga, region Ayacucho, a una altitud de 2735 msnm, con
coordenadas UTM, Zona (Z): 18 L, Coordenada Este (X): 586182.71 m,
Coordenada Norte (Y): 8544663.29 m, Hemisferio sur, segin Google Earth.

3.2. Colecta de muestras

Las muestras bioldgicas (ovarios y testiculos) fueron colectadas en el Matadero
Municipal de Huancavelica situado a 7 km de la ciudad, a una altitud de 3779
msnm, con coordenadas UTM, Zona (Z): 18 L, Coordenada Este (X): 495938.60
m, Coordenada Norte (Y): 8586021.37 m, Hemisferio sur, segun Google Earth.
3.3. Poblacién y muestra

La poblacion estuvo conformada por todos los ovocitos en metafase |l posterior a
la maduracion in vitro, y se tomé como muestra 115 ovocitos microinyectados
con un espermatozoide de manera no probabilistica segun las caracteristicas del
ovocito, considerando criterios de inyecciéon de un espermatozoide, morfologia
homogénea y dafio de la zona pelucida.

3.4. Maduracion in vitro de ovocitos

3.4.1. Colecta de ovarios

Los ovarios fueron colectados de animales faenados (post mortem).
Inmediatamente después de que el animal fue eviscerado, los ovarios fueron
extraidos y limpiados, luego colocados en una bolsa de plastico que contenia
solucion salina fisiologica (SSF) con 80 pg/ml de gentamicina. Después de
colectar los ovarios, la bolsa fue colocada en una caja isotérmica con gel

refrigerante para mantener la temperatura durante el transporte.
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3.4.2. Recuperacioén y clasificacion de los ovocitos

En el laboratorio, los ovarios fueron limpiados de tejidos circundantes y seguida
de 3 lavadas en SSF con 80 pg/ml de gentamicina a temperatura ambiente para
eliminar la sangre, luego, con una aguja se limpié aquellos foliculos mayores a 8
mm de diametro y seguidamente se lavaron varias veces en SSF con 80 pg/ml
de gentamicina a temperatura ambiente; un vez lavado los ovarios, fueron
colocados en un vaso de precipitado de 500 ml que contenia 200 ml de SSF con
80 pg/ml de gentamicina atemperada a 37 °C en Bafio Maria.

Los COCs fueron recuperados de los foliculos por la técnica de cortes (slicing),
para lo cual, los ovarios fueron secados con pafios absorbentes, luego fueron
colocados en una placa de Petri de 90 x 15 mm que contenia de 5-10 ml de
medio de manipulacion (ver Anexo 4) a 37 °C, después se procedid a
diseccionar los foliculos de 2-7 mm de didmetro con una hoja de bisturi N° 21.

La busqueda de los COCs fue realizada con la ayuda de un estereoscopio con
un aumento de 20X previsto de una platina térmica a 37 °C. Todos los COCs
fueron transferidos a una placa de Petri de 35 x 15 mm que contenia medio de
manipulacién atemperado a 37 °C, seguidamente fueron clasificados (categoria
I, I, 'y IV, ver Tabla 1 y Anexo 20) segun el criterio morfolégico en el aspecto
citoplasmatico y las capas de las células que rodean (De Loos et al., 1989; Ratto
et al., 2005).

Para la maduracion in vitro, se selecciond6 COCs de categoria I, Il y Ill, estos
fueron lavados 3 veces en una placa de Petri de 35 x 15 mm que contenia medio
de manipulacién a 37 °C, finalmente se lavé en 4 gotas de 100 pl de medio de
maduracién a 37 °C, ver Anexo 14.

3.4.3. Maduracion in vitro de ovocitos

Los COCs seleccionados, fueron colocados en el medio de maduracion,
constituido por TCM-199 (M-4530, Sigma), suplementado con 10 % de suero
fetal bovino (FBS); 0,6 mM de piruvato de sodio; 2,5 ug/ml de hormona foliculo
estimulante (FSH); 2,5 pg/ml de hormona luteinizante (LH); 29,2 pg/ ml L-
glutamina; 0,2 pg/ml de 17B-estradiol; 10 ng/ml de factor de crecimiento
epidérmico (EGF); 50 ng/ml de factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-I) y 50
pl/ml de gentamicina, ver Anexo 5. Antes de colocar los ovocitos en el medio de
maduracion, el medio fue equilibrado en la incubadora de CO, en placas 4-Well
con 500 pl de medio por un tiempo de 2 h.

Los ovocitos fueron distribuidos al azar de 15-20 ovocitos por pocillo y finalmente

las placas se colocaron en una incubadora por un tiempo de 30 h a una
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temperatura de 38,5 °C; con una atmosfera 5% de CO, y 90% de humedad
relativa.

3.5. Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides

3.5.1. Recuperacion, seleccion y capacitaciéon de los espermatozoides

Los testiculos fueron colectados en el Matadero Municipal de Huancavelica y se
transportaron al laboratorio en una caja isotérmica con gel refrigerante y
envueltos en papel toalla. En el laboratorio, los testiculos se limpiaron y se
secaron con papel toalla, seguidamente se procedié a desencapsular con una
hoja de bisturi N° 21 con un corte a nivel de las tanicas para liberar los testiculos
y los epididimos, luego se procedié a separar el cordon esperméatico. En una
placa de Petri de 35 x 15 mm, se dispuso de gotas de 200 pl de solucién dilutora
AndroMed® (1:4 - dilutor: agua Milli-Q) a temperatura ambiente, después se
procedié a realizar cortes transversales en la cola del epididimo (Cauda),
seguidamente se sumergié en las gotas para recuperar los espermatozoides,
luego se evalud la concentracion y motilidad en el microscopio. Aquellas gotas
con espermatozoides que estuvieron dentro de los pardmetros, fueron colocadas
en microtubos de 1,5 ml y guardadas en refrigeracion (~ 4°C) por 32 h, ver
Anexo 13.

La seleccion y capacitacion, fueron realizados mediante la técnica de Swim up;
para ello, primeramente, se lavaron 2 veces en Sperm TALP (sp-TALP, ver
Anexo 6), que consistié en colocar 100 ul de espermatozoides atemperado a 37
°C en 1 ml de medio sp-TALP (equilibrado por 1 h) luego se centrifug6 a 307 x g
durante 3 min, seguidamente se tom6 100 pl de sedimento y se coloc6 en 1 ml
de sp-TALP para ser nuevamente centrifugado a 307 x g durante 3 min, luego,
se tom6 una alicuota de 40 pl del sedimento y se colocé en el fondo de un
microtubo de 1,5 ml que contenia 500 pl de sp-TALP y se incub6 durante 1 h a
45° con una temperatura de 38,5°C, 5% de CO, y humedad a saturacion, ver
Anexo 15. Transcurrido el tiempo, se tom6 20 ul de medio de la parte superior y
se colocd en un microtubo de 0,5 ml, seguidamente se observaron con un
microscopio para determinar la motilidad, concentracion y aglutinacion.

3.5.2. Denudacion y seleccion de ovocitos maduros

Transcurrido las 30 h de maduracién in vitro, se evalu6 la expansion de las
células del cumulo segun los criterios de Lorenzo (1992), los ovocitos con
expansion media y maxima fueron juntadas en una placa 4-Well y se procedi6é a

denudar por pipeteo que consistio en la aspiracion y expulsion de repetidas
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veces en hialuronidasa con la ayuda de una micropipeta de capacidad de 100 pl,
seguidamente los ovocitos fueron llevados a TALP-HESPES para la busqueda
de los corpusculos.

La blasqueda de los ovocitos maduros fue realizada con la ayuda de un
estereoscopio con un aumento de 20X previsto de una platina térmica a 37 °C.
Para visualizar los corpusculos, los ovocitos se giraron con una micropipeta de
10 pl, los ovocitos con un CP visible fueron seleccionados y se lavaron varias
veces en medio TALP-HEPES, Luego, los ovocitos se colocaron en el medio de
MIV y se dejaron en la incubadora hasta ser inyectados con un espermatozoide,
ver Anexo 16.

3.5.3. Microinyeccion

La inyeccion fue realizada en una placa de Petri de 35 x 15 mm, para ello, se
dispuso de 5 microgotas cubiertas en aceite mineral: la primera, de 10 pl con
PVP al 5%; la segunda, de 10 ul con PVP al 5% mas 2 ul de la suspension de
espermatozoides capacitados; y las tres siguientes de 20 pl con medio de
inyeccién. Luego, la placa de inyeccion fue atemperada a 37 °C por 10 min,
seguidamente con una micropipeta de 10 pl se colocé de 10 a 15 ovocitos
maduros en el medio de inyeccion.

La inyecciéon fue realizada con un micromanipulador previsto de una platina
térmica a 37 °C. Una vez preparada la placa se procedi6é a la microinyeccion,
para ello, se seleccion6 los espermatozoides con motilidad progresiva y
morfologia normal, luego se procedié a inmovilizar con la pipeta de inyeccion,
seguidamente se aspir6 por la cola hacia la pipeta, después, la pipeta de
inyeccion fue llevada a la microgota que contenia los ovocitos. Un ovocito fue
sujetado con la pipeta holding y el CP fue orientado a las 6-7 0 11-12 en punto
para evitar dafios en la placa metafasica, luego, la inyeccion fue realizada a las 3
0 9 en punto presionando con la pipeta de inyeccion para atravesar la zona
peltcida y la membrana plasmatica (oolema). Se aspir6 una pequefia cantidad
de citoplasma para confirmar que se habia atravesado la membrana plasmatica
del ovocito, y el espermatozoide se inyectd en el interior del citoplasma
devolviendo el contenido mas el espermatozoide y el medio extracelular. Por
ultimo, se retird la pipeta de inyeccion y se libero al ovocito, ver Anexo 17.

Los ovocitos inyectados se lavaron en TCM-HEPES suplementado con FBS al
10%, ver Anexo 7, y se mantuvieron en la incubadora hasta ser activados

guimicamente.
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3.5.4. Activacion gquimica de ovocitos post-ICSI

3.5.4.1. Etanol (EtOH)

El medio basado en etanol fue preparado segun lo detallado por Tasripoo et al.
(2012), ver Anexo 8, y la activacion se realizo de acuerdo al método descrito por
Emuta & Horiuchi (2001), donde los ovocitos inyectados se colocaron en el
medio de mantenimiento post-ICSI durante 4 h en la incubadora a 38,5 °C y 5%
de CO, previo tres lavados en dicho medio. La activacion fue realizada en 50 pl
de Etanol al 7% durante 4 min a temperatura ambiente. Luego, se lavé 1 vez en
TALP-HEPES y tres veces en el medio de cultivo, seguidamente fueron
cultivados, ver Anexo 18.

3.5.4.2. lonomicina (lo)

La activacion con ionomicina se hizo de acuerdo al protocolo descrito por
Tasripoo et al. (2012), donde los ovocitos inyectados se lavaron 3 veces en el
medio de mantenimiento post-ICSI y luego se dejaron durante 30 min en la
incubadora a 38,5 °C y 5% de CO,. Después, los ovocitos fueron incubados con
500 pl de ionomicina a 5 uyM durante 5 minutos a una temperatura de 38,5 °C y
5% de CO,. Luego, se lavaron tres veces y se cultivaron en el medio de cultivo,
ver Anexo 18.

3.5.4.3. lonomicina (lo) / Etanol (EtOH)

Los medios para la activacion combinada de ionomicina y etanol fue preparado
segun lo detallado anteriormente, ver Anexo 8 y 9, y la activacion se adopt6 al
método descrito por Bevacqua et al. (2010), donde los ovocitos inyectados se
lavaron tres veces en el medio de mantenimiento post-ICSI y luego se dejaron
durante 30 min en la incubadora a 38,5 °C y 5% de CO,. Después, los ovocitos
fueron incubados con 500 pl de ionomicina a 5 uyM durante 5 minutos a una
temperatura de 38,5 °C y 5% de CO,, luego se lavaron y se dejaron por 3 h
(periodo ventana) en el medio de mantenimiento post-ICSI a 38,5 °C y 5% de
CO,. Posteriormente fue tratado en 50 pl de Etanol al 7% durante 4 min a
temperatura ambiente. Finalmente, se lavo 1 vez en TALP-HEPES vy tres veces
en el medio de cultivo para ser cultivados, ver Anexo 18.

3.5.4.4. 2 lonomicina (2l0) / 6-dimetilaminopurina (6-DMAP)

Los medios para la activacion combinada de ionomicina y 6-DMAP fueron
preparados segun lo detallado por Tasripoo etal. (2012), ver Anexo 10, y la
activacion se procedié de acuerdo a Bevacqua et al. (2010), donde los ovocitos

inyectados se colocaron en el medio de mantenimiento post-ICSI durante 30 min
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en la incubadora a 38,5 °C y 5% de CO,. Después, los ovocitos fueron
incubados con 500 pl de ionomicina a 5 yM durante 5 minutos a una temperatura
de 38,5 °C y 5% de CO,, luego se lavaron y se dejaron por 3 h (periodo ventana)
en el medio de mantenimiento a 38,5 °C y 5% de CO,. Después se procedio a
una segunda incubacion con ionomicina en las mismas condiciones descritas,
seguidamente se lavaron y se incubaron en 500 pl de 6-DMAP a 1,9 mM por 3
horas a 38,5 °C, 5% de CO,. Finalmente, se lavaron seis veces y se cultivaron
en el medio de cultivo, ver Anexo 18.

3.5.4.5. Cloruro de estroncio (SrCly)

La activacion con SrCl, se hizo de acuerdo a los protocolos descritos por Kim
et al. (2014) y Norozi-Hafshejani et al. (2018), ver Anexo 11 y 18. Los ovocitos
inyectados se colocaron en el medio de mantenimiento post-ICSI durante 30 min
en la incubadora a 38,5 °C y 5% de CO,. Después, los ovocitos fueron
incubados con 500 pl de SrCl, a 10 mM durante 3 h a una temperatura de 38,5
°C, 5% de CO,, 5% de O, y 90% de N,. Luego, se lavaron seis veces y se
cultivaron en el medio de cultivo.

3.6. Cultivo in vitro de embriones

Después de activar, los ovocitos activados y los no activados (ovocitos que
estuvieron en el medio de mantenimiento post-ICSI durante 30 min a 38,5 °C y
5% de CO,) fueron colocados en placas 4-Well en 500 pl de medio de cultivo
SOFaa (ver Anexo 12) equilibrado durante 2 h en la incubadora de CO,. Las
placas 4-Well se colocaron dentro de una bolsa de polietileno y se llené con
mezcla de gases: 5% de CO,, 5% de O, y 90% de N, luego se sellé y se dejé
incubar a 38,5 °C con una atmésfera de 5% de CO, y 90% de humedad relativa,
ver Anexo 19. La proporcion de ovocitos clivados fue registrado en el dia 2,
mientras que el estadio de desarrollo y la calidad embrionaria fueron registrados
en el dia 5.

El efecto de los activadores quimicos, se midi6 en funcién a las tasas de clivaje,
estadio de desarrollo (mérula y blastocisto) y calidad embrionaria (excelente,
bueno, regular y malo), para ello, se tomaron los criterios para la clasificacion
morfologica de los embriones de acuerdo con las pautas de la IETS (Stringfellow
& Seidel, 1998; BO & Mapletoft, 2018).

3.7. Disefio estadistico

El tipo de investigacion fue basica-experimental, con un Disefio Completamente

al Azar (DCA). El experimento se repiti6 4 veces por tratamiento. Los datos
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porcentuales fueron sometidos a la prueba de normalidad (Shapiro-Wilk) y

homogeneidad de varianza (Bartlett). Se utiliz6 analisis de varianza con la

prueba de Duncan para observar la diferencia entre tratamientos. Datos que no

cumplian con la normalidad y homogeneidad, fueron analizados con la prueba

de Kruskal-Wallis. Para todo los analisis, se consider6 significativa una p<0,05.

Las pruebas fueron realizadas con el programa estadistico R 3.4.3.

El modelo estadistico utilizado para describir una observacion fue el siguiente:
Yi=H+T +e

Donde:

Yj: observaciones (% clivaje, morula, blastocisto, excelente, bueno, regular y

malo)

M: media poblacional

T;: efecto de los tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5y T6)

ej error experimental.

La cantidad de ovocitos por tratamiento no fue igual, porque se aplicaron criterios

de exclusién en los ovocitos posterior a la inyeccién, tales como, la inyeccion de

un espermatozoide, morfologia homogénea y dafio de la zona pellcida, y la

exclusion en la activacién de los ovocitos (durante y posterior a la activacion),

tales como, ovocitos deformes y degenerados. Por tanto, se cont6 de 15 a 22

ovocitos por tratamiento, segun los criterios mencionados.
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IV. RESULTADOS

35



Tabla 2. Recuperacién de los COCs de alpaca segun la calidad ovocitaria y
tasas de maduracién de los ovocitos provenientes del Matadero Municipal de
Huancavelica. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-
INIA-Ayacucho.

Recuperaciéon de ovocitos

) Maduraciéon
o Ovocitos Calidad de los COCs )
Repeticion de ovocitos
por %)
Categ. Categ. Categ. Categ. 0
ovario 9 9 g g
| Il 1] v
1 5 11,60 18,23 28,18 41,99 43,09
2 6 13,59 21,20 25,54 39,67 44,02
3 4 10,00 21,33 31,33 37,33 50,67
4 6 9,77 21,26 28,16 40,80 39,66
Media 5 11,24 20,51 28,30 39,95 44,36
SD 0,83 1,76 1,52 2,37 1,98 4,61
varianza 0,7 3,1 2,3 5,6 3,9 21,2
CV (%) 16,1% 15,7% 7,4% 8,4% 5,0% 10,4%
Minimo 3,9 9,8 18,2 25,5 37,3 39,66
Méaximo 5,8 13,59 21,33 31,33 41,99 50,67

SD: Desviacion estandar. CV: Coeficiente de variacion. COCs: Complejos ovocito-cumulus. Categ.: Categoria
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Figura 4. Media porcentual de la calidad y tasas de maduracion de los ovocitos
provenientes del Matadero Municipal de Huancavelica. Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho.
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Tabla 3. Efecto de los activadores quimicos post-ICSI sobre el porcentaje
(media + EEM) del desarrollo de embriones in vitro de alpaca a las 120 horas (5
dias) de cultivo. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaén-
INIA-Ayacucho.

Desarrollo embrionario preimplantacional
(% media = EEM)

Tratamiento n i i i

Clivai Estadios embrionarios

ivaje .
Mérula Blastocisto
lo 21 80,4 + 12,2ab 59,2 + 12,42 13,4+ 7,82
EtOH 22 86,7 + 4,5ab 59,2 + 3,4% 18,3+ 1,02
lo/EtOH 15 90,0 + 10,0? 50,8 + 11,0% 32,9+ 3,1°%
2lo/6-DMAP 19 58,8 + 5,9albc 43,3+ 4,1° 15,4 + 5,42
SrCl, 20 35,0+ 12,6° 15,0 £ 5,0° 20,0 + 8,2°
Sin activacion 18 55,0 + 13,4 37,5+8,3" 11,3 + 6,6

lo: lonomicina, EtOH: Etanol, 6-DMAP: 6-Dimetilaminopurina, SrCl,: Cloruro de estroncio.
n: N° de ovocitos inyectados. EEM: Error estandar de la media.
¢ Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura5. Desarrollo in vitro de embriones de alpaca con activaciébn quimica
post-ICSI a las 120 horas (5 dias) de cultivo. Letras diferentes en las barras
indican que hay diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05).
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho.
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Figura 6. Efecto de los activadores quimicos post-ICSI sobre el clivaje a las 48 h
de cultivo. Letras diferentes en la parte superior de las cajas indican que hay
diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05). Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho.
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Figura7. Efecto de los activadores quimicos post-ICSI sobre el estadio de
moérula a las 120 horas (5 dias) de cultivo. Letras diferentes en la parte superior
de las cajas indican que hay diferencias significativas entre los tratamientos
(p<0,05). Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-
Ayacucho.
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Figura 8. Efecto de los activadores quimicos post-ICSI sobre el estadio de
blastocisto a las 120 horas (5 dias) de cultivo. Letras diferentes en la parte
superior de las cajas indican que hay diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0,05). Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA
Canaéan-INIA-Ayacucho.
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Figura9. Embriones ICSI de alpaca, después de 5 dias (120 h) de cultivo in
vitro. (A) ovocito maduro (Mll); (B) cigoto; (C) embrion de 2 blastémeros; (D)
embrién de 4 blastomeros; (E) embrién en estadio de mérula temprana; (F)
embriébn en estadio de moérula compacta; (G-H) embriones en estadio de
blastocisto. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaéan-INIA-
Ayacucho.
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Tabla 4. Efecto de los activadores quimicos post-ICSI sobre el porcentaje
(media = EEM) de la calidad de los embriones (morula y blastocisto) de alpaca a
las 120 horas (5 dias) de cultivo. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de
la EEA Canaan-INIA-Ayacucho.

Calidad de los embriones (% media + EEM)

Tratamiento n
Excelente Bueno Regular Malo
lo 21 14,0 £5,2° 46,7 + 10,5% 11,9+7,9% 0,0 +0,0%
EtOH 22 5,0+ 5,0° 54,2 +11,3% 18,3 +6,9° 0,0 £0,0°
lo/EtOH 15 0,0 +0,0° 44,6 +12,8°° 208+125* 18,3+10,7°
210/6-DMAP 19 125+7,2° 11,3+ 6,6° 11,3+6,6° 23,8+10,3°
SrCl, 20 0,0 +£0,0° 15,0 + 5,0™ 5,0+5,0° 15,0 + 5,0°

Sin activacion 18 16,3 + 9,9° 22,5+10,3" 10,0+5,8° 0,0 + 0,0°

lo: lonomicina, EtOH: Etanol, 6-DMAP: 6-Dimetilaminopurina, SrCl,: Cloruro de estroncio.
n: N° de ovocitos inyectados. EEM: Error estandar de la media.
&4 | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

45



mEtOH

70 [ 1[e]
a m |O/EtOH
60 ababc m Sin activacion
mSrCl2
50 0210/6-DMAP
K
jn}
% 40
2 a
8_ bcd a .
< 30
S a a
= d a
c a
20 a a d a
a
a a
10
a a a a a a a
00
Excelente Bueno Regular Malo

Calidad de los embriones

Figura 10. Calidad de los embriones (mérula y blastocisto) de alpaca con
activacion quimica post-ICSl a las 120 horas (5 dias) de cultivo. Letras diferentes
en las barras indican que hay diferencias significativas entre los tratamientos
(p<0,05). Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-
Ayacucho.

46



40

30

20

Excelente
—
[

10

.

Sn activaciéen 10 210/6-DMAP EtOH SrCi2 IOIEtOH

Tratamientos

Figura1l. Efecto de los activadores quimicos post-ICSI sobre la calidad
excelente a las 120 horas (5 dias) de cultivo. Letras diferentes en la parte
superior de las cajas indican que hay diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0,05). Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA
Canaan-INIA-Ayacucho.
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Figura 12. Efecto de los activadores quimicos post-ICSI sobre la calidad buena
a las 120 horas (5 dias) de cultivo. Letras diferentes en la parte superior de las
cajas indican que hay diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05).
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho.
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Figura 13. Efecto de los activadores quimicos post-ICSI sobre la calidad regular
a las 120 horas (5 dias) de cultivo. Letras diferentes en la parte superior de las
cajas indican que hay diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05).
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho.
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Figura 14. Efecto de los activadores quimicos post-ICSI sobre la calidad mala a
las 120 horas (5 dias) de cultivo. Letras diferentes en la parte superior de las
cajas indican que hay diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05).
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho.

50



Figura 15. Calidad de los embriones de alpaca, después de 5 dias (120 h) de
cultivo in vitro. Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-
INIA-Ayacucho. (A-B) excelente; (C-E) bueno; (F-H) regular; (I-K) malo. MT:
moérula temprana; MC: moérula compacta; BT: blastocisto temprano; BE:
blastocisto expandido.
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V. DISCUSION

En la presente investigacion se han producido in vitro embriones de alpaca, para
ello se recuperaron los COCs de ovarios recolectados de animales post mortem,
siendo estos madurados para luego ser fertilizados y finalmente cultivados hasta
blastocisto. La maduracién in vitro constituye uno de los primeros pasos en la
produccion in vitro de embriones, debido a que la continuidad de la fertilizacién
de los ovocitos y el cultivo de embriones, depende en gran medida de los
ovocitos maduros. En tal sentido, los COCs provenientes de ovarios de matadero
fueron recuperados por slicing, obteniéndose 5 COCs/ovario, de los cuales fue
de 11,24 %; 20,51 %; 28,3 % y 39,95 % para las categorias I, II, Il y IV,
respectivamente; los COCs de categoria |, Il y Il fueron madurados durante un
periodo de 30 h, habiendo madurado (presencia del primero corpusculo polar) el
51,4 % (Tabla 2, Figura 4). Todos los ovocitos maduros con un citoplasma
homogéneo y oscuro fueron fecundados por ICSI, seguido de la activacién con
ionomicina (SC-263405, ChemCruz®), etanol (107017, sigma) y cloruro de
estroncio (SrCl,, SC-258180, ChemCruz®) como tratamientos Unicos Yy
combinaciones con ionomicina y etanol, ionomicina y 6-DMAP (SC-203220,
ChemCruz®), y finalmente se cultivaron por 48 h (clivaje) y 5 dias (estadio y
calidad de los embriones). Los resultados obtenidos como media porcentual en
clivaje, fueron de 90,0 %; 86,7 %; 80,4 %; 58,8 %; 55,0 % y 35,5 % para los
tratamientos con Io/EtOH, EtOH, lo, 210/6-DMAP, control (sin activacién) y SrCl,
respectivamente. Sin embargo, las medias no difirieron entre los tratamientos
lo/EtOH, EtOH, lo y 2l0/6-DMAP, asi como los tratamientos 2lo/6-DMAP, control
y SrCly; pero si fueron superiores con Io/EtOH, EtOH y lo en comparacion con
SrCl, y control (Tabla 3, Figura 5). Asi mismo, en la Figura 6, se muestra que
existen diferencias significativas entre tratamientos. Por tanto, los activadores
que aumentan los niveles de la [Ca®']; y la 6-DMAP, permiten activar los ovocitos

y obtener una mayor tasa de clivaje después de 48 h de cultivo in vitro.
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Para el clivaje, en el grupo control, se obtuvo un porcentaje superior a lo
reportado en llama con 29 % (Sansinena et al.,, 2007) y 7,4 % (Conde et al.,
2008), en dromedario con 23 % (El-Sayed et al., 2015) y 34,7 % (Wani & Hong,
2018), en alpaca con 0,0 % (Castro-Modesto et al., 2022) y en bovino con 30 %
para ovocito excelente, 12 % para ovocito bueno y 1 % para ovocito regular
(Korkmaz et al., 2013). Al respecto, existen diversas etiologias asociadas a fallos
en la activacion de los ovocitos durante la ICSI. La activacion de los ovocitos en
la ICSI sugiere un mecanismo de dos etapas. La primera etapa, consiste en un
pseudo desencadenamiento (pseudotrigger), que tiene lugar durante la
inyeccion, donde se produce una entrada de Ca' proveniente del medio de
inyeccién, siendo este incremento, similar al que se produce durante la fusién del
espermatozoide con el ovocito en condiciones normales. La segunda etapa, se
caracteriza por el patron de oscilaciones de Ca*?, resultante de la liberacion en el
citoplasma del ovocito del factor espermatico, la PLCC. No se puede producir una
correcta liberacion de la PLCC si la primera etapa no ha producido el incremento
de calcio adecuado (Tesarik & Mendoza, 1999). Por otro lado, la falla en la
activacion de los ovocitos puede deberse a una baja maduracion citoplasmatica
por la poca acumulacién del ion Ca®* en el RE, asi como un bajo nimero de
mitocondrias presente en los ovocitos. Por tanto, parece ser que la activacion
mecanica por la inyeccion de los espermatozoides a los ovocitos en alpaca es
suficiente para activar a los ovocitos debido a la entrada de Ca*? al interior del
ovocito, lo que ocasiona probablemente la inhibicion del MPF. Cabe mencionar
gue el éxito de la ICSI depende mucho de la inyeccién del espermatozoide al
ovocito, de la aspiracion del citoplasma del ovocito (cuando se realiza la
aspiracion), tiempo de inyeccion (ICSI de 1-2 minutos por ovocito), concentracion
de PVP, posicionamiento del corpusculo polar y el medio de inyeccién (para el
primer incremento en la [Ca®']). En nuestro caso, se utilizd PVP al 5 %, la
posicion del corpusculo fue de 11-12 o 6-7 horas, la inyeccién fue realizada a las
3 09 en punto y en cuanto al medio de inyeccion fue en TL suplementado con 2
% de SFB y 0,2 mM de piruvato, lo que generé una mayor activacion de los
ovocitos de alpaca en comparacion con los reportados por Castro-Modesto et al.
(2022), que utilizaron Global Total con HEPES. Sin embargo, en la mayoria de
ICSI se utilizan medios como el TALP-H (Moro et al., 2014), sp-TALP (Arias,
2013) y TCM-199 con HEPES (Cheng et al., 2012; Agnieszka et al., 2021) para

la inyeccion de los espermatozoides que contienen en su composicion de 1.8 a 2
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> durante la

mM de CacCl,.2H,0, que aportan en el primer aumento de la [Ca
inyeccion.

En cuanto a los activadores de transiciones Gnicas de Ca** (ionomicina y etanol),
estan por encima de los reportados en llama con 33 % para ionomicina
(Sansinena et al., 2007), pero por debajo de los obtenidos en dromedario con
98,2 % para ovocitos vitrificados y 72,7 % en ovocitos sin vitrificar (Moulavi et al.,
2021); y en estudios en bovinos, utilizando la A23187 se obtuvo un 32,7 %
(Tasripoo et al., 2012) y 41,8 % en ovocito excelente, 19,8 % en ovocito bueno y
2 % en ovocito regular (Korkmaz et al., 2013). A pesar de que los ionéforos de
calcio (ionomicina y A23187), inducen aumentos de calcio intracitoplasmatico,
pueden tener diferentes respuestas en la activacion del ovocito, siendo superior
la ionomicina en humanos (Nikiforaki etal., 2016) y en ovino la A23187
(Pichardo, 2017). Mientras que para el etanol, se obtuvo un porcentaje mayor
que lo reportado para bovino con 47 %, para ovocitos excelentes, 16 % para
ovocitos buenos y 5,2 % para ovocitos regulares (Korkmaz et al., 2013); en ovino
con 54 % (Pichardo, 2017), siendo el etanol superior que la ionomicina y
A23187, que resultaron un 42 % y 47 %, respectivamente. En cuanto a los
activadores de dos transiciones de Ca** (ionomicina/etanol), los resultados estan
por encima de los reportados en bovinos con 12 % (Arias, 2013; Arias et al.,
2015) y 64,7 % (Bevacqua et al.,, 2010); ocurriendo lo mismo con la doble
activacion con ionomicina (2lo) con 60 % (Bevacqua et al., 2010) o triple y
cuadruple activacion en piezo-ICSI (2lo/EtOH y 3lo/EtOH) con 71,7 % y 78,8 %,
respetivamente (Lee et al., 2015). Cabe mencionar que durante la fertilizacion
en los mamiferos, el patron de Ca*" consiste en transiciones repetidas en la
[Ca*], u oscilaciones Ca®*, que duran varias horas, y durante las horas de
oscilaciébn se encontraron que diferentes eventos de activacion de ovocitos
requieren diferentes numeros de oscilaciones de Ca®* (Ducibella et al.,
2002). Por lo tanto, un solo pulso de Ca** es suficiente para iniciar la exocitosis
de los CGs, mientras que la reanudacién meidtica y la formacion de pronucleos
requieren al menos cuatro y ocho pulsos de aumentos en la [Ca®],
respectivamente. Sin embargo, otra evidencia demuestra que si la entrada de la
sefial de Ca®" alcanza un cierto umbral, independientemente del numero
de transitorios de Ca®", esto seria suficiente para inducir tanto la activacion de
los ovocitos como el desarrollo embrionario preimplantacional y posterior al

implante (Toth et al., 2006; Ducibella et al., 2002). Por lo tanto, es probable que,
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en alpaca, sea necesario aumentar 3 veces la concentracion de calcio para
alcanzar el umbral y asi ocurran todos los eventos involucrados en la activacion,
tanto los eventos tempranos y tardios, mientras que para el bovino se requiere

aumentar al menos 4 a 5 veces la [Ca®];

para obtener mayores tasas en la
activacion de los ovocitos y en el clivaje (Lee et al., 2015). Adicionalmente, en
experimentos realizados en nuestro laboratorio, se ha observado que, en
partenogénesis con etanol, se requieren al menos 3 aumentos de calcio (datos
no mostrados) para obtener mayores tasas en clivaje. Sin embargo, los métodos
de AOA con ionomicina, A23187 y etanol pueden tener mayor éxito en una
especie, pero no en otra, por lo que se ven diferentes efectos en la activacién de
los ovocitos y por lo tanto tener mayores porcentajes en el clivaje (Korkmaz
et al., 2013; Nikiforaki et al., 2016; Pichardo, 2017), por lo que es necesario
probar la A23187 en la alpaca.

En cuanto al tratamiento de inhibicion de la fosforilacion de proteinas (2lo/6-
DMAP), fueron inferiores que los reportados en bovinos con 82,7 % (Bevacqua
et al., 2010); 86 % (Arias, 2013; Arias et al., 2015) y 81,2 % (Arias et al., 2016); y
para la activacion con un solo tratamiento de ionomicina (lo/6-DMAP) en llama
con 63% (Sansinena etal., 2007); en bovinos con 71,2 % (Bevacqua et al.,
2010); 76,7 % A/buena, 73,3 % B/buena, 71,4 % A/mala y 65,6 % B/mala, siendo
espermatozoides de toro A y B y ovocitos de buena y mala calidad (Ohlweiler
et al., 2013). Mientras que los reportados en llama por Conde et al. ( 2008),
estan por debajo con 36%, y alpaca con 43,75 % (Castro-Modesto et al., 2022).
Parece ser que, en alpaca, el MFP-CDK1 es mas susceptible a ser inactivado
por el aumento de calcio en el citoplasma del ovocito y como consecuencia se
observan mayores tasas en la activaciébn, como se menciona en la presente
investigacion, en comparacion con el bovino que requiere mayor nimero de
tratamientos que aumenten la [Ca2+]i, en tal sentido, seria necesario un menor
tiempo en la exposicion con el 6-DMAP para que actle sobre la CDK1 e inhibir la
accion del MFP. Mas aun, los protocolos de activacion con el 6-DMAP tienen una
duracion de 3 a 4 h en bovino, por la necesidad de inhibir en mayor tiempo al
CDK1 para salir del arresto de la meiosis Il, sin embargo, aun no se ha
determinado el tiempo idéneo en la activacion con el 6-DMAP en alpaca, ya que
probablemente se requiera un menor tiempo, siendo necesario demostrar dicha
suposicion, ademas, una exposicion de menor tiempo resultaria en menores

dafos al ovocito. Por otro lado, los ovocitos de alpaca, parecen estar mas
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afectados durante la exposicibn con este reactivo ya que probablemente hay
mayores tasas en la fertilizacion anormal, que se ven reflejadas en las bajas
tasas de clivaje, pues se sabe que el 6-DMAP es un inhibidor global de las
proteinas quinasas y muchas de las quinasas estan involucradas en los
procesos celulares y pueden ejercer efectos letales en los eventos celulares
después de la activacion.

En cuanto al SrCl, que induce oscilaciones de calcio, se obtuvo un 35,5 % en
clivaje, las que resultaron ser inferiores a los reportados en humano con 95,5 %
en clivaje (Kim etal., 2014); 51,2 % y 49,7 % en activacion de ovocitos y
fecundacion, respectivamente (Norozi-Hafshejani etal., 2018) y 97 %
clivaje/ovocitos fertilizados (Fawzy et al., 2018); mientras que, en bovino con la
ionomicina y cloruro de estroncio (lo/SrCl,), se obtuvieron un 63,8 % en clivaje
(Bevacqua et al., 2010). Se sabe que en mamiferos, los pequefios cambios en la
naturaleza oscilatoria de la sefial de Ca?®', pueden tener un impacto negativo
tanto en la activacién de los ovocitos como en la expresidon génica y tener
efectos a largo plazo, como un desarrollo embrionario reducido tanto en el
desarrollo preimplantacional y posterior al implante (Ozil et al., 2006; Ozil &
Huneau, 2001; Ajduk et al.,, 2011). Parece ser que, la oscilacion en alpaca,
puede ejercer efectos en otros eventos de la activacién ya que solo se requiere

de 2 a 3 aumentos de la [Ca?®"];

para tener mayores éxitos, como se demuestra
en este trabajo; sin embargo, en ovocito humano el SrCl, aumenta las tasas en
la fertilizacion, clivaje y blastocisto en comparacién del grupo sin AOA y con
AOA-A23187 (Kim et al., 2014; Fawzy et al., 2018); mientras que en bovino con

un aumento de la [Ca®];

seguido del tratamiento con SrCl,, son bajas en clivaje
en comparacion con los otros tratamientos como el doble aumento de la [Ca®'] y
6-DMAP (2lo/6-DMAP), al igual que en alpaca. Cabe mencionar que en bovino y
en la presente investigacion, los ovocitos fueron incubados durante 3 h en SrCl,
y en humanos de 1 h, por lo que, podria ser que una incubacién prolongada
altere los eventos de la activacion tras la ICSI, dando las tasas bajas en el
clivaje, ya que aun no se ha determinado el tiempo adecuado para la alpaca, asi
como tampoco cuantos picos de calcio son necesarios para desencadenar todos
los procesos de la activacion.

En la Tabla 3 y Figura 5, se muestra la media porcentual de los estadios del
desarrollo embrionario preimplantacional (Figura 9), donde se obtuvo, para

moérula y blastocisto, porcentajes de 59,2 %; 59,2 %; 50,8%; 43,3%; 37,5 %; 15,0
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% y 18,3 %; 13,4 %; 32,9 %; 15,4 %; 11,3 %; 20,0 % para los tratamientos EtOH,
lo, 10/EtOH, 2l0/6-DMAP, control (sin activacion) y SrCl,, respectivamente. En las
medias para las morulas no difirieron en los tratamientos de EtOH, lo, 1o/EtOH,
210/6-DMAP y control, asi como en el control y el SrCl,, pero si fueron superiores
con EtOH, lo, 10o/EtOH y 2l0/6-DMAP en comparacion con SrCl,; mientras que,
para los estadios de blastocisto no difirieron entre los tratamientos. Asi mismo,
en la Figura 7 y 8, se muestra que existen diferencias entre tratamientos en
morula, mientras que en blastocisto no se encontraron diferencias. Por tanto, los
tratamientos que inducen uno o dos aumentos de la [Ca®'];, permiten obtener
porcentajes mayores al 50 % en las tasas en moérula, después de 5 dias de
cultivo in vitro, y en blastocisto pueden ser comparables.

Las tasas de mérula y blastocisto para el grupo control, estdn por encima de los
reportados en dromedario con 24,0 % para moérula y 6,7 % en blastocisto (Wani
& Hong, 2018) y 5,5 % en blastocisto (El-Sayed et al., 2015); en alpaca 0,0 %,
tanto moérula y blastocisto (Castro-Modesto et al., 2022); en llama con 3,7 % en
blastocisto (Conde et al., 2008). Mientras que, para los tratamientos que inducen
de uno o dos aumentos de la [Ca®], (A23187, EtOH, lo y lo/EtOH), se ha
reportado utilizando ionomicina en dromedario un 80,1 %; 7,7 %; y 11,1 % para
moérula, blastocisto y blastocisto eclosionado, respectivamente, para ovocitos
vitrificados, y con 72,9 %; 28,1 % y 52,4 % para morula, blastocisto y blastocisto
eclosionado, respectivamente, para los ovocitos no vitrificados (Moulavi et al.,
2021); en bovino con A23187, se obtuvo 4,7 % en mérula 'y 1,9 % en blastocisto
(Tasripoo et al., 2012); 11% y 4 % para ovocitos de calidad excelente y para la
calidad buena 4,4 % y 2,15 % para moérula y blastocisto, respectivamente
(Korkmaz et al., 2013); y 11,21 % para mérula, 7,47 % para moérula compacta y
4,84 % para blastocisto (Habsah et al.,, 2016); en caprino con 16,31 % en
blastocisto (Kharche et al., 2016); y con EtOH en bovino, 32 % y 23 % para
ovocito excelente 8,5 % y 3,8 % para ovocito bueno, en morula y blastocisto,
respectivamente, (Korkmaz et al., 2013); y con lo/EtOH, en bovino con 4 % en
blastocisto (Arias, 2013); 4 % en blastocisto (Arias et al., 2015); y para los
tratamientos con mas de dos aumentos de la [Ca2+]i con 19,6 % y 18,3 % en
blastocisto de bovino con 2lo/EtOH y 3lo/EtOH, respectivamente (Lee etal.,
2015). En cuanto al grupo 2lo/6-DMAP, en llama se reportaron con el tratamiento
lo/6-DMAP un 16 % en blastocisto (Conde et al., 2008); y 0,0 % en morula y

blastocisto con el medio CRlaa, y 25 % y 12 % moérula y blastocisto,
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respectivamente, con el medio Llama OEC-co-culture, (Sansinena et al., 2007);
en alpaca con 12,5 % en moérula (Castro-Modesto et al., 2022); mientras que en
bovino con 2 aumentos de calcio seguido de 6-DMAP (21o/6-DMAP), se reportd
41 % para blastocisto (Arias, 2013); 45,5 % para blastocisto temprano, 25 %
para blastocisto expandido y 29,5 % blastocisto eclosionado (Arias et al., 2016);
41 % en blastocisto (Arias et al., 2015); y con un aumento de calcio seguido de
6-DMAP (lo/6-DMAP), 28,3 % para ovocito bueno y 22,4 % para ovocito malo en
blastocisto (Ohlweiler et al., 2013); 30,91 % y 14% en blastocisto para ovocito
excelente y bueno, respectivamente (Korkmaz et al., 2013); 47,7 %, 34,6 % vy
13% para moérula, blastocisto y blastocisto protruido, respectivamente, con
A23187/6-DMAP (Tasripoo etal., 2012). Para el SrCl,, en humanos se han
reportado 62 % en blastocisto/ovocito fertilizados (Fawzy et al., 2018); 25,7 % en
blastocisto (Kim et al., 2014); en bovino con 10/SrCl, 13,4 % para moérula y 10,9
% para blastocisto (Bevacqua et al., 2010).

Existen diferentes reportes en los CSA en cuanto a porcentajes de estadios de
morula y blastocisto y esto podria explicarse porque en los CSA hace mucha
falta realizar investigacion béasica en los diferentes tépicos que involucra la
produccion in vitro de embriones, entre ellos, formulacion de medios, en
comparacion de otras especies como el bovino, lo cual posiblemente sea parte
de la explicacion de los resultados encontrados en el presente estudio, siendo
mejor en un medio y peor en otro (Sansinena et al., 2007). El medio de cultivo
utilizado se muestra en el Anexo 12, y a comparar, presenta mas suplementos
que el utilizado por Castro-Modesto et al. (2022), que estaba constituido por
KSOM suplementado con 10% SFB, 2 mM Piruvato de sodio y 50 pg/ml de
gentamicina, lo cual podria explicar sus resultados y donde no reportan
blastocisto. Ademas, en otras especies se han utilizado diferentes medios de
cultivo en embriones ICSI, los que no muestran mucha variacion marcada como
en CSA, como el TCM-199 (Wani & Hong, 2018), SOF (Bevacqua et al., 2010),
SOFm (El-Sayed et al.,, 2015; Moulavi et al., 2021), SOFaa (Tasripoo et al.,
2012), SOFaaci (Lee etal., 2015; Ohlweiler etal.,, 2013), KSOM (Arias Cea,
2013; Arias et al., 2015), KSOMaa (Arias et al., 2016), RVCL (Kharche et al.,
2016), CR1laa (Korkmaz et al., 2013; Habsah et al., 2016); y en CSA, se han
utilizado en llama el SOFm (Conde et al., 2008), CR1aa y Llama OEC-co-culture
(Sansinena et al., 2007) y Alpaca KSOM (Castro-Modesto et al., 2022), los que

resultaron en bajas tasas de desarrollo embrionario. Adicionalmente, en

59



experimentos realizados en nuestro laboratorio, se ha observado que, en la PIV
de embriones con FIV convencional, utilizando el medio de cultivo comercial
Stroebech vs SOFaa (ver Anexo 12), seria mejor el Stroebech para obtener
mayores tasas en el desarrollo embrionario, asi como en la calidad de los
embriones (datos no mostrados). Por otro lado, el aumento de uno o dos de la
[Ca®]; son suficientes para activar a los ovocitos de alpaca sin alterar los eventos
de la activacién de los ovocitos que son perjudiciales en los eventos tardios
como la activacion del genoma del cigoto y el desarrollo embrionario
preimplantacional. Sin duda, la 6-DMAP con dos aumentos de la [Ca®*], son
beneficiosos en bovinos en cuanto a las tasas en morula y blastocisto a
comparacién de solo la activaciéon de uno a dos aumentos de la [Ca®'], sin
embargo, en las alpacas no hay mucha diferencia en cuanto a las tasas de
morula y blastocisto por activar un mayor nimero de ovocito-ICSI con uno a dos
aumentos de la [Ca2+]i, caso que no ocurre en bovinos. Por lo tanto, el modo de
la inyeccion del espermatozoide, los protocolos de activacion y la formulacién del
medio del cultivo, juegan un rol muy importante en el éxito de la PIV de
embriones ICSI.

Se han establecido diferentes sistemas de evaluacion para establecer la calidad
de los embriones, y el método convencional de la evaluacion de embriones se
basa en la evaluacion de parametros morfolégicos; sin embargo, la evaluaciéon
del namero total de células, distribucion del TE, MCI y proporcion MCl/células
totales, son frecuentemente utilizados para evaluar la calidad de blastocisto
producidos in vitro por ICSI o clonacion. En la ICSI, a veces los ovocitos pueden
resultar en una fertilizacion anormal (3PN o 1PN), generalmente la formacion de
1PN después de la ICSI se debe a la activacion partenogenética, la fusiéon
prematura de PN materna y paterna (Balakier, 1993), y a la asincronia en la
formacion de los PN en el momento de la evaluacion (Munné et al., 1993), y la
formacion de 3PN esté relacionada con la falta de extrusion del segundo cuerpo
polar (Reichman et al., 2010), en mucho de los casos puede aumentar por la
presion hidrostética ejercida durante el procedimiento ICSI, lo que alteraria los
microtubulos del huso del ovocito (Macas etal.,, 1996). Por otro lado, una
fertilizacion anormal es generalmente descartada debido al alto riesgo de
defectos cromosomicos y pueden tener un potencial de desarrollo reducido
(Giritharan et al., 2010), asi como una muerte embrionaria y baja calidad, sin

embargo, pueden llegar a escindirse y alguno de ellos incluso pueden
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convertirse en blastocisto. Cabe mencionar que no se encontré reportes en la
produccion in vitro de embriones por ICSI sobre la clasificacion segun la calidad
con los parametros morfolégicos en CSA, en tal sentido, nuestro resultado
constituye el primer reporte.

En la Tabla 4 y Figura 10, se muestra la media porcentual de las calidades de los
embriones (Figura 15), en la que se obtuvo en calidad “excelente”: 5,0 %; 14,0
%; 0,0 %; 16,3 %; 0,0 % y 12,5 %; “bueno”™ 54,2 %; 46,7 %; 44,6 %; 22,5 %;
15,0 % y 11,3 %; “regular”: 18,3 %; 11,9 %; 20,8 %; 10,0 %; 5,0 % y 11,3 %;
“malo”; 0,0 %; 0,0 %; 18,3 %; 0,0 %; 15,0 %; 23,8 % para los tratamientos de
EtOH, lo, lo/EtOH, control, SrCl, y 2lo/6-DMAP, respectivamente. En la calidad
“bueno” hay diferencias entre tratamientos, siendo superior el EtOH, lo vy
lo/EtOH, en comparacion con la 2lo/6-DMAP, SrCl, y control, sin embargo, no
hay diferencias estadisticas en la calidad “excelente”, “regular” y “malo”. Asi
mismo, en la Figura 11, 12, 13 y 14, se muestra que existen diferencias entre
tratamientos en la calidad “buena”, mientras que en la calidad “excelente”,
“regular’ y “malo” no se encontraron diferencias. Por tanto, los tratamientos con

2+]i

aumentos de la [Ca™]; permite obtener la mayor tasa en la calidad “bueno”

después de 5 dias de cultivo in vitro, y en “excelente”, “regular” y “malo” pueden
ser comparables.
En un estudio realizado por Lee et al. (2015) en bovino, se menciona que, la

>, de dos a cuatro veces con

frecuencia de estimulos i6nicos de la [Ca
A23187/EtOH, lo/EtOH, 2lo/EtOH y 3lo/EtOH no incrementa el porcentaje de
embriones normalmente fecundados por ICSI, obteniéndose 72,7 %; 75,0 %;
77,0 %; 76,5 %, respectivamente, y con niumero de células por blastocisto de
144,6 y 95,6 para 3lo/EtOH y 2lo/EtOH, respectivamente. Los datos obtenidos
por Lee et al. (2015) son comparables con los de Bevacqua et al. (2010), donde
obtuvieron para fertilizacion normal 73,9 %; 55,0 % para lo/EtOH y 2lo; y para el
namero de células por blastocisto, con 69,2% y 70,0%, respectivamente. Por
tanto, parece ser que, en alpaca, no existe una tasa elevada de anormalidades
en la fertilizacion al aumentar la concentracion de calcio intracitoplasmatico de
los ovocitos tras la ICSI con los activadores de un aumento y de dos aumentos
de la [Ca®™], por lo que resultaron mejor los embriones en la calidad “buena”; sin
embargo, es necesario evaluar el nUmero de prondcleos para determinar la
fertilizaciéon normal (2PN) y el nimero de células por blastocisto para ver la

calidad embrionaria para los tratamientos EtOH, lo y I0/EtOH.
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Mientras que, en bovino, con 6-DMAP, puede ser bajo en la fertilizacion normal
dando para lo/6-DMAP con 50,0 % en comparacion con los activadores
ionomicina y etanol, pero pueden ser comparables con la doble activacion de
ionomicina (2lo/6-DMAP) que resulta 76,9 %. Esto sugiere que el segundo
tratamiento con ionomicina disminuye el desarrollo anormal de los prondcleos, y
como consecuencia, las tasas de embriones en blastocisto aumenta de 18,7% a
25,9 % y el numero de células por blastocisto de 68,33 a 91,5 para l10/6-DMAP y
210/6-DMAP, respectivamente (Bevacqua et al., 2010). Por otro lado, la 6-DMAP
interfiere en muchas quinasas, en muchos de los casos estas quinasas estan
involucradas en procesos celulares, cuyo efecto puede ser letal en los
subsecuentes eventos celulares después de la activacion (Susko-Parrish et al.,
1994). Ademas, este compuesto causa dafios en el ADN, reflejados en el patron
anormal de cariocinesis en el primer ciclo celular. También se ha documentado
gue con 6-DMAP podria saltarse la etapa de metafase y reiniciar la fase S de la
division en algunos ndcleos, causando anomalias cromosémicas como
mixoploidia, poliploidia, cuerpos cigotos anormales y prevenir la extrusion del
segundo corpusculo polar (Oikawa et al., 2005). Por tanto, parece ser que, en
alpaca, el tratamiento con 6-DMAP, puede inducir mayores dafios en los
ovocitos, siendo mas propensos en comparacion al bovino (Arias, 2013;
Bevacqua et al., 2010; Arias et al., 2016). Por otro lado, Bevacqua et al. (2010),
reporta que el doble tratamiento con ionomicina antes de someterlos a 6-DMAP,
disminuye la fertilizacion anormal y mejora la calidad embrionaria en el nimero
de células por blastocisto, por lo que, en la presente investigacion se sometié a
un tratamiento doble con ionomicina, seguido de 6-DMAP, dando como resultado
en calidad embrionaria “buena” un bajo porcentaje con 11,3 % y un alto
porcentaje en calidad “mala” de 23,8 %, por lo que estos resultados podrian
indicar que los ovocitos ICSI tratados con 6-DMAP, presentan altas tasas de
fertilizacién anormal con 3PN a causa de la falta de extrusion del segundo
corpusculo polar, ya que aun no se ha determinado el periodo ventana para la
extrusion del cuerpo polar para esta especie, antes del tratamiento con 6-DMAP;
mas aun, algunos ovocitos tienen un retraso en su activacion, especificamente
en la extrusién del corpusculo polar, siendo mas marcado en la nula liberacién
del segundo corpusculo polar por la 6-DMAP. Sin embargo, es necesario evaluar
el numero de pronicleos para determinar la fertilizacion normal, la cariocinesis
para ver la ploidia de los embriones y el numero de células por blastocisto para

ver la calidad embrionaria..
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VI. CONCLUSIONES

Los activadores quimicos post-ICSI evaluados tuvieron un efecto variado,
tanto en los estadios del desarrollo embrionario temprano como en la calidad
de los embriones de alpaca.

La mayor tasa de clivaje y estadio de moérula se obtuvieron en los
tratamientos con ionomicina mAas etanol, etanol, ionomicina y doble
tratamiento con ionomicina mas 6-DMAP, en comparacion al tratamiento con
cloruro de estroncio y grupo control (sin activacion).

El mayor porcentaje de embriones de calidad “bueno”, se obtuvo en los
tratamientos con etanol, ionomicina e ionomicina mas etanol, en
comparacion al doble tratamiento con ionomicina mas 6-DMAP, cloruro de

estroncio y grupo control (sin activacion).
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VIl. RECOMENDACIONES

Segquir con las investigaciones referentes a la activacion de ovocitos post-
ICSI utilizado activadores quimicos mas especificos para inhibir el MPF, asi
como pulsos eléctricos y combinaciones.

Realizar investigaciones en el pre-tratamiento de los espermatozoides antes
de la ICSI con la finalidad de aumentar la proporcion de ovocitos fecundados
y el potencial de desarrollo embrionario.

Investigar medios secuenciales en el CIV para aumentar la proporcion de
embriones en el estadio de blastocisto.

Reemplazar la PVP por el hialuronano para la inmovilizacién de los

espermatozoides.
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Anexo 1. Soluciones stock para la preparacion de los medios de cultivo

utilizados en la produccion in vitro de embriones de alpaca.

L-Glutamina

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

Separar en alicuotas de 20 y 200 ul y congelar a -20 °C
17-B Estradiol

Componente Cantidad
17-B Estradiol 0,002 g
Agua milli-Q 10 ml
Separar en alicuotas de 10 pl y congelar a -20 °C
FSH
Componente Cantidad
FSH 0,005¢g
TCM-199 10ml
Separar en alicuotas de 20 pl y congelar a -20 °C
LH
Componente Cantidad
LH 0,005¢g
TCM-199 10 ml

Separar en alicuotas de 20 pl y congelar a -20 °C

Piruvato de Sodio

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

Separar en alicuotas de 50 y 100 ul y congelar a -20 °C

Myoinositol

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

Separar en alicuotas de 120 ul y congelar a -20 °C

Acido citrico

Componente Cantidad
Acido citrico lg
Agua milli-Q 10 ml

Separar en alicuotas de 15 pyl y congelar a -20 °C
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Anexo 2. Soluciones stock para la preparacion de los medios de activacion de
ovocitos post-ICSI.

lonomicina
Componente Cantidad
lonomicina 0,001 ¢
TCM-199 1,34 ml
Separar en alicuotas de 60 pl y congelar a -20 °C
6-DMAP
Componente Cantidad
6-DMAP 0,031 g
Agua milli-Q 1mi
Separar en alicuotas de 100 pl y congelar a -20 °C
SI’CIZ
Componente Cantidad
SrCl, 0,1585¢g
Agua milli-Q 1ml

Separar en alicuotas de 80 pl y congelar a -20 °C

Anexo 3. Composicion de la solucion salina fisiolégica con gentamicina.

Componentes Concentracién final Cantidad
Solucién salina fisiolégica 154 mM 1L
Gentamicina 160 mg/ml 80 pg/ml 500 pl

Anexo 4. Composicién del medio de manipulacion.

Componentes Concentracion final Cantidad
Agua milli-Q - 1L
Medium 199 (M2520) - 14,79
NaHC; 8 mM 0,672056 g
Gentamicina 160 mg/ml 80 ug/mi 500 pl
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Anexo 5. Composicién del medio de maduracion.

Componentes Concentracién final Cantidad

TCM - 199 - 4,5 ml
SFB 10% 0,5 mi
Piruvato de Sodio* 0,6 mM 30 ul
FSH* 2,5 ug/mL 25 pl
LH* 2,5 uyg/mL 25 pl
L-Glutamina* 29,2 yg/mL 10 ul
17-B estradiol* 0,2 uyg/mL 5l

IGF-I 10 ng/mL 5ul

EGF 10 ng/mL 5ul

Gentamicina 10 mg/ml 50 pg/mi 25yl

* Soluciones de stock

Anexo 6. Composicion del medio Tyrode’s Albumina Lactato Pyruvato (TALP).

TALP: Tyrode’s Albumina Lactato Pyruvato

Componentes

Sperm-TALP Fert-TALP TALP-HEPES
NacCl 100 mM 114 mM 114 mM
KCI 3,1 mM 3,2mM 3,1 mM
NaHCO; 25 mM 25 mM 2mM
NaH,PO, 0,3 mM 0,3 mM 0,3mM
Lactato de Na 21,6 mM 10 mM 10 mM
CaCl,.2H,0 2 mM 2 mM 2 mM
MgCl,.6H,0 0,4 mM 0,5mM 0,5mM
HEPES 10 mM - 10 mM
Rojo fenol - 0,028 mM 0,027 mM
Piruvato de Sodio 1 mM 0,2 mM 0,2 mM
BSA - - 3 mg/ml
BSA, Fraccion V 3 mg/ml 3 mg/mi -
Heparina 5 pg/mi 5 pg/ml -
Gentamicina 50 pg/mi 50 pg/mi 25 pg/mi
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Anexo 7. Composicion del medio de mantenimiento de ovocitos post-ICSI.

Componentes Concentracioén final Cantidad
TCM-199 - 9ml
FBS 10% 1ml
HEPES 12 mM 0,028596 g

Anexo 8. Composicién del medio de activacion con etanol.

Componentes Concentracién final Cantidad
TCM-199 - 8,3 ml
FBS 10% 1ml
HEPES 12 mM 0,028596 g
Etanol-Abs 7% 0,7 ml

Anexo 9. Composicién del medio de activacidn con ionomicina.

Componentes Concentracion final Cantidad
TCM-199 - 9ml
FBS 10% 1ml
HEPES 12 mM 0,028596 g
lonomicina* 5uM 50 ul

* Solucién de stock

Anexo 10. Composicién del medio de activacion con 6-DMAP.

Componentes Concentracion final Cantidad
TCM-199 - 9 ml
FBS 10% 1ml
HEPES 12 mM 0,028596 g
6-DMAP* 1,9 mM 100 pl

* Solucion de stock
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Anexo 11. Composicién del medio de activacion con SrCl,.

Componentes Concentracién final Cantidad
TCM-199 - 9ml
FBS 10% 1ml
HEPES 12 mM 0,028596 g
SrCly* 10 mM 100 pl

* Solucién de stock

Anexo 12. Composicién del medio de cultivo SOFaa.

Componentes Concentracioén final Cantidad

SOF - BASE - 10 ml
Aminodcidos esenciales 50x 200 pl
Aminoacidos no esenciales 100x 100 pl
EGF 10 ng/mL 5ul

SFB 2% 200 pl
Myoinositol* 0,5 mg/ml 100 pl
Piruvato de sodio* 0,4 mM 40 ul
L-Glutamina* 29,2 yg/mL 20 pl
Acido citrico* 0,1 mg/ml 10 pl
BSA-FAC-V 3 mg/ml 0,03 g
Gentamicina 10 mg/ml 50 pg/mi 50 ul

* Soluciones de stock
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Anexo 13. Flujograma de recuperacion de espermatozoides de alpaca a partir
de epididimos de testiculos procedentes del matadero.

R

Testiculos provenientes del Eliminacion de las
matadero capas de los testiculos

w2

Recepcic?n de Corte en la cauda del
espermatozoides en la epididimo

solucién dilutora AndroMed®

L &

-

v *

Observacion de la motilidad Almacenamiento de los
espermatica espermatozoides en refrigeracion
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Anexo 14. Flujograma de maduracion in vitro de ovocitos de alpaca.

Acondicionamiento de ovarios Eliminacién de tejidos
en Bafio Maria a 37 °C circundantes y lavado de ovarios

~ | FENTRG:  Msagy

Incubacion durante 30 h a
Recuperacioén de los COCs 38,5 °C, 5% de CO, y 90%
con la técnica de Slicing de humedad relativa

Seleccion de los COCs Distribucién al azar de los (I,_ Iy 1)
segun calidad (I, II, 1l y IV) en el medio de maduracion
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Anexo 15. Seleccion y capacitacion de los espermatozoides.

Se coloca 100 ul de semen

Centrifugacion por 3 min a 307 x g, se diluido a 1 ml de sp-TALP

toma 100 ul del sedimento y se coloca
en 1 ml de sp-TALP y se centrifuga
nuevamente a 307 x g por 3 min

Espermatozoides seleccionados y
capacitados

Tomar 40 ul de sedimento y
depositar en el fondo del tubo
Eppendorf que contiene 400
Ml de sp-TALP e incubar por 1
ha38,5°C

Observacion de la motilidad
en el microscopio

90



Anexo 16. Flujograma de denudacién de ovocitos y preparacion de los ovocitos
para la fecundacion por ICSI.

Expansion de las Denudacién de ovocitos
células de cumulus en hialuronidasa

Busqueda de ovocitos
maduros (MIl)

Inyeccion de ovocitos con
espermatozoides
seleccionados y capacitados

Armado de la
placa de
inyeccion de
los ovocitos

Swim up
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Anexo 17. Flujograma de fecundacion in vitro por inyeccion intracitoplasmética
de espermatozoides (FIV- ICSI) de ovocitos de alpaca.

Inmovilizacién de los Aspiracion dg los
espermatozoides espermatozoides

Traspaso de la pipeta de inyeccion Posicionamiento de los
a la zona pelacida y ooplasma del corpUsculos a las 6-7 o
ovocito a las 3 0 9 en punto 11-12 en punto

Aspiracion y expulsion del Ovocitos inyectados
oolema del ovocito y la
inyeccién del

espermatozoide
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Anexo 18. Flujograma de activacion de ovocitos post-ICSI.

e

Clv
Paso de los ovocitos Incubacién con mezcla de gases
inyectados a TCM-H 5% de CO,, 5% de O, y 90% de N,
por 3ha38,5°C
Clv

Incubacién por 5 min para lo
y 3 h para 6-DMAP a 38,5 °C

Incubacién durante 30 min
a38,5°Cy5% CO, para
lo, l0/EtOH, 210/6-DMAP y
SrCl,, mientras que para
el EtOH durante 4 h

Lavado y activacién en
EtOH por 4 min a CIV
temperatura ambiente
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Anexo 19. Flujograma de cultivo in vitro de ovocitos ICSI.

Lavado y paso al medio
de cultivo in vitro Llenado de mezcla de
gases 5% de CO,, 5% de
O, Yy 90% de N,

Evaluacién de los estadios de Incubacién a 38,5 °C, 5%
desarrollo embrionario de CO, y 90% de
humedad relativa
durante 5 dias
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Anexo 20. Calidad de los ovocitos de alpaca segun morfologia. Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva de la EEA Canaan-INIA-Ayacucho.

Categoria | (A-B): COCs con cumulos de capas mdltiples (>5 capas), compacto y citoplasma
homogéneo; Categoria Il (C-E): COCs parcialmente rodeados por células del cumulo (entre 2-4
capas), y con citoplasma homogéneo; Categoria Ill (F-G) COCs con cumulo < 1capa de granulosa o
en partes desnudos y citoplasma variado; Categoria IV (H-I): ovocitos desnudos rodeados por su
zona pellcida y con citoplasma granular.
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Anexo 21. Prueba de normalidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianza
(Bartlett) en el clivaje, estadios y calidad embrionaria, p<0,05.

Parémetros Shapi-ro—WiIk Prueba d.e Bartlett
sig. sig.
Clivaje 0,09776 0,5131
Mérula 0,3698 0,2284
Blastocisto 0,6537 0,07876
Excelente 0,1415 2,2e-16 *
Bueno 0,0891 0,7194
Regular 0,328 0,6888
Malo 0,003041 * 2,2e-16*

* indica significancia en la prueba de normalidad y homogeneidad de varianza (p<0,05)

Anexo 22. Analisis de varianza de las medias porcentuales del desarrollo
(Clivaje, moérula y blastocisto) y calidad embrionaria (bueno y regular) en

alpacas, p<0,05.

Analisis de varianza

Pardmetros ]
sig.
Clivaje 0,00892 *
Mérula 0,01051 *
Blastocisto 0,1845
Bueno 0,02199 *
Regular 0,7397

* indica significancia en el analisis de varianza(p<0,05)

Anexo 23. Comparacion mdultiple de Duncan para el clivaje en alpaca con un
nivel de significancia de 95 %, (p<0,05).

Tratamiento Medias n
lo/EtOH 90,0 4 A
EtOH 86,7 4 AB
lo 80,4 4 AB
2lo/6-DMAP 58,8 4 ABC
Control 55,0 4 BC
SrCI2 35,0 4 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 24. Comparacion multiple de Duncan en el estadio de morula con un

nivel de significancia de 95 %, (p<0,05).

Tratamiento Medias n
lo 59,23 4 A
EtOH 59,17 4 A
lo/EtOH 50,84 4 A
2lo/6-DMAP 43,33 4 A
Control 37,50 4 AB
SrCI2 15,00 4 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 25. Prueba de kruskal wallis para la calidad embrionaria (excelente) con

un nivel de confianza de 95 %, (p<0,05).

Tratamiento N Medias D.E. Medianas p
lo/EtOH 4 0,00 0,0 0,0 0,1985
EtOH 4 5,00 10,0 0,0

lo 4 13,99 10,4 15,5

2lo/6-DMAP 4 12,50 14,4 12,5

Control 4 16,25 19,7 12,5

SrCI2 4 0,00 0,0 0,0

Anexo 26. Comparacion mdultiple de Duncan para

(buena), con un nivel de confianza de 95 %, (p<0,05).

la calidad embrionaria

Tratamiento Medias n
EtOH 54,17 4 A
lo 46,73 4 AB
lo/EtOH 44,59 4 ABC
Control 22,50 4 BCD
SrCI2 15,00 4 CD
2lo/6-DMAP 11,25 4 D

Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 27. Prueba de kruskal wallis para la calidad embrionaria (malo), con un
nivel de confianza de 95 %, (p<0,05).

Tratamiento N Medias D.E. Medianas p
2lo/6-DMAP 4 23,75 20,6 22,5 0,0445
SrCI2 4 15,00 10,0 20,0
lo/EtOH 4 18,33 21,3 16,7
EtOH 4 0,00 0,0 0,0
lo 4 0,00 0,0 0,0
Control 4 0,00 0,0 0,0

Anexo 28. Prueba de rangos para la calidad embrionaria (malo), con un nivel de
confianza de 95 %, (p<0,05).

Tratamiento Medias Rangos
2lo/6-DMAP 23,75 18,0 A
SrCI2 15,00 16,0 A
lo/EtOH 18,33 15,5 A
EtOH 0,00 8,5 A
lo 0,00 8,5 A
Control 0,00 8,5 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 29. Matriz de consistencia.

p < VARIABLES E .
PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS INDICADORES METODOLOGIA
OBJETIVO GENERAL ANTECEDENTES Existen VARIABLE 1. TIPO DE
¢Cuél serd4 el Evaluar el efecto de los BASES TEORICAS diferentes INDEPENDIENTE INVESTIGACION
efecto de los activadores quimicos post- e Proceso de efectos de los Activadores e Basico
activadores ICSI sobre el desarrollo fecundacion de activadores guimicos 2. NIVEL DE
guimicos embrionario en Vicugna ovocitos guimicos  post- INDICADORES INVESTIGACION
post-ICSI pacos “alpaca”. e Activacion de ICSI (EtOH, lo, e Etanol 7% e Experimental
sobre el ) ovocitos lo/EtOH, lo/ 6- e Jlonomicina 5 3. METODO
desarrollo OBJETIVOS ESPECIFICOS Regu|acién del ciclo DMAP vy SrCly), “M ° Experimenta|
embrionario de calcio en la siendo estos los o Jonomicina 5 e Comparativo
en Vicugna e Determinar el mejor activacion que determinan UM/ Etanol 7% 4. DISENO
pacos activador para lograr la o  Activacion artificial de €/ aumento del o |onomicina 5 e Experimental
“alpaca”? mayor tasa en el ovocitos nivel de calcio UM / 6-DMAP 5. POBLACION
estadio de desarrollo en o  Activacién quimica de intracelular e 1,2 mM Ovocitos en metafase
ovocitos post-ICSI en ovocitos inhibigién. de la o cloruro de Il de alpaca
Vicugna pacos o  Activacion con fosforilacion  de estroncio 6. MUESTRA
“alpaca’. agentes de transicion Proteinas  que (SrCl,) 10mM 115  ovocitos  en
e Determinar el mejor Unica y oscilacion de SON NECesarios  yAR|ABLE metafase I
activador en la calidad ca® para la activacion pEpPENDIENTE microinyectados  con
de los embriones o  Activacion con Y ocasionando pegarrolio un espermatozoide
expuestos a los agentes diversos efectos  emprionario 7. TECNICAS.
activadores  quimicos independientes  de SOPre los  |NDICADORES e Observacion
post-ICSI en Vicugna ca?* estadios de o  Embriones 8. INSTRUMENTO
pacos “alpaca. e Produccion in vitro de desarrollo y (Estadios de e Microscopio
embriones g?rilgggnaria en desarrollo) e Estereoscopio
e Maduracion in vitro Vicugna pacos © Calidad de e Micromanipulador
e Fertilizacién in vitro “alpaca’ embriones e Incubadora de CO,
e Cultivo in vitro ' (Grado e Equipos y otros

embrionario)
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