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RESUMEN

El presente estudio se realizé en el Laboratorio de Produccion de Embriones del
C.I1.P Quimsachata, INIA-Illpa, el objetivo fue evaluar la tasa de fecundacion in vitro
(FIV) y poliespermia de cigotos de semen fresco y congelado de alpaca, se tomaron 3117
ovocitos y se fecundaron con concentraciones espermaticas de 0.5, 1y 1.5 x10° por mL
de semen fresco; 2, 4 y 6 x10° por mL de semen congelado, en muestras de 20 a 25
ovocitos con tiempos de 18 y 24 horas de FIV, la evaluacién del clivaje se hizoa 48y 72
horas para ovocitos con semen fresco y congelado respectivamente y la poliespermia se
evalu6 mediante tincion fluorescente Hoechst después de cada FIV, se utilizd el
estadistico Ji-cuadrado en busca de diferencia, resultando tasas de clivaje de 35.92%
(37/103), 23.58% (25/106), 13.64% (15/110) a 18 horas; 15.25% (18/118), 13.22%
(16/121), 12.40% (16/12) a 24 horas para muestras con concentraciones espermaticas de
0.5, 1y 1.5 x10%/mL de semen fresco; 14,16% (16/113), 9.1% (10/111), 6.96% (8/115) a
18 horas; 10.34% (12/116), 8.62% (10/116), 7.26% (9/124) a 24 horas para muestras con
concentraciones espermaticas de 2, 4 y 6 x10%/mL de semen congelado; mientras que
tasas de poliespermia fueron de 29.41% (40/136), 43.08% (56/130), 55.46% (66/119) a
18 horas; 68.70% (79/115), 75.65% (87/115), 83.62% (97/116) a 24 horas con
concentraciones espermaticas de semen fresco (0.5, 1y 1.5 x10%/mL); 75.65% (87/115),
85.84% (97/113), 89.29% (100/112) a 18 horas; 85.12% (103/121), 83.47% (101/121),
90.98% (11/122) a 24 horas con concentraciones espermaticas congeladas (2, 4 y 6
x10%/mL), se hallé diferencia (p<0.05) en las tasas clivaje y polispermia usando distintas
concentraciones de espermatozoides y tiempos de fecundacién, asi como una relacién
inversa entre concentracién y tasa de fecundacidon y relacion directa entre tasa

poliespermia y concentracion.

Palabras Clave: Alpaca, clivaje, fecundacion, poliespermia, tincion fluorescente.
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ABSTRACT

The present study was carried out in the Embryo Production Laboratory of the CIP
Quimsachata, INIA-1llpa, the objective was to evaluate the in vitro fertilization rate (IVF)
and polyspermia of fresh and frozen alpaca semen zygotes, 3117 oocytes and they were
fertilized with sperm concentrations of 0.5, 1 and 1.5 x106 per mL of fresh semen; 2, 4
and 6 x106 per mL of frozen semen, in samples of 20 to 25 oocytes with IVF times of 18
and 24 hours, the cleavage evaluation was made at 48 and 72 hours for oocytes with fresh
and frozen semen respectively and the Polyspermia was evaluated by Hoechst fluorescent
staining after each IVF, the Chi-square statistic was used in search of difference, resulting
cleavage rates of 35.92% (37/103), 23.58% (25/106), 13.64% (15 / 110) at 18 hours;
15.25% (18/118), 13.22% (16/121), 12.40% (16/12) at 24 hours for samples with sperm
concentrations of 0.5, 1 and 1.5 x106 / mL of fresh semen; 14.16% (16/113), 9.1%
(10/111), 6.96% (8/115) at 18 hours; 10.34% (12/116), 8.62% (10/116), 7.26% (9/124) at
24 hours for samples with sperm concentrations of 2, 4 and 6 x106 / mL of frozen semen;
while the polyspermia rates were 29.41% (40/136), 43.08% (56/130), 55.46% (66/119) at
18 hours; 68.70% (79/115), 75.65% (87/115), 83.62% (97/116) at 24 hours with fresh
semen sperm concentrations (0.5, 1 and 1.5 x106 / mL); 75.65% (87/115), 85.84%
(97/113), 89.29% (100/112) at 18 hours; 85.12% (103/121), 83.47% (101/121), 90.98%
(11/122) at 24 hours with frozen sperm concentrations (2, 4 and 6 x106 / mL), a difference
(p<0.05) was found in cleavage and polyspermia rates using different sperm
concentrations and fertilization times, as well as an inverse relationship between
concentration and fertilization rate and a direct relationship between polyspermia rate and

concentration.

Keywords: Alpaca, cleavage, fertilization, fluorescent stain, polyspermia.
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INTRODUCCION

La alpaca (Vicugna pacos) es uno de los cuatro camélidos sudamericanos que se
encuentra en nuestro pais y es el camélido doméstico que tiene mayor importancia
productiva, dicha importancia radica principalmente en su fibra considerada la segunda
mas fina de los camélidos; solamente despues de la vicufia; y también su carne que es
reconocida por las caracteristicas nutricionales particulares que posee (Wheeler, 2012)
Actualmente su poblacién ascendié a mas de cuatro millones de ejemplares en el 2014
(INEI, 2016) y su crianza encierra una serie de actividades que son de vital importancia

para la supervivencia de las poblaciones rurales en el Pert (Bustinza, 2001)

En las especies domesticas de interés econémico, como en el bovino, se emplean
biotecnologias reproductivas para contribuir a la mejora genética; sin embargo, estudios
sobre biotecnologia reproductiva en alpacas son bastante limitados sobre todo en
produccién de embriones (Miragaya et al., 2002), debido a que el aspecto reproductivo
de las alpacas se caracterizan por su baja tasa reproductiva, teniendo las hembras un
promedio de cuatro crias durante su vida con una gestacion que dura aproximadamente
341 a 345 dias con una ovulacién inducida, lo cual la limita a tener una cria por afio en
las mejores condiciones y los reproductores machos se caracterizan por tener una edad
tardia para el empadre. Este aspecto es desventajoso para el aprovechamiento de hembras
de buena calidad genética (Garcia et al., 2005) y a su vez limita en parte la posibilidad de
desarrollar un programa de mejora genética. Ante esta situacion, la implementacion de
técnicas de reproduccién asistida pueden ser una excelente herramienta para lograr
aumentar la confianza en la seleccion de las hembras y en consecuencia el mejoramiento

genético de alpacas (Novoa et al., 1999).

11
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Una alternativa que viene dando buenos resultados para estas desventajas es la
produccién de embriones in vitro (PIV) el cual comprende etapas como maduracion
(MIV), fecundacion (FIV) y cultivo in vitro (CIV) de embriones, los cuales han sido

adaptados de protocolos disefiados para vacunos. (Herradén et al, 2007)

Dentro de la fecundacién in vitro de alpacas existen varios estudios tanto en el
ambito nacional como internacional, pero ain no se establece un protocolo definido que

pueda brindar buenos resultados (Ruiz, 2015).

1.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la tasa de fecundacion y poliespermia de ovocitos fecundados con

espermatozoides provenientes de semen fresco y congelado en alpacas.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la tasa de fertilidad utilizando concentraciones de 0.5, 1 y 1,5 millones
de espermatozoides/mL provenientes de semen fresco y 2, 4 y 6 millones de
espermatozoides/mL provenientes de semen congelado en tiempos de 18 y 24 horas de

FIV.

- Evaluar la tasa de poliespermia utilizando concentraciones de 0.5, 1 y 1,5
millones de espermatozoides/mL provenientes de semen fresco y 2, 4 y 6 millones de
espermatozoides/mL provenientes de semen congelado en tiempos de 18 y 24 horas de

FIV.

12
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1. MARCO TEORICO.
2.1.1. Fecundacion in vitro para realizar clivaje y tincion.

La fecundacion in vitro se ha definido como la penetracion de espermatozoides
con capacidad de fecundar en ovocitos maduros fuera del genital femenino (Lopera,

2009).

En general, se considera fertilizado a aquel ovocito que ha emitido el segundo corpusculo
polar y se visualizan los prondcleos masculino y femenino y la cola espermética (Del
Campo, 1993). Sin embargo, no siempre es posible la visualizacion de todas las
estructuras y se propone la formacion de los primeros blastomeros como criterio (Shioya

et al., 1988; Fukui et al, 1989).

2.1.1.1. Coleccion de semen.

La coleccién empleando vagina artificial ha presentado los mejores resultados en
la colecta de semen y es la mas empleada. La principal ventaja es que permite que el
macho monte el maniqui y eyacule en el periodo que lo realiza naturalmente ademas que
una adecuada manipulacién y control de la temperatura evita que el semen sufra cambios

dramaticos que disminuyan su viabilidad (Bustinza, 2001).

También existen otros métodos de obtencion de semen como la desviacion de los
conductos deferentes, que consiste en seleccionar previamente al animal segin buenas
caracteristicas reproductoras, luego realizar por medio de una intervencién quirdrgica
seccionar ambos conductos deferentes y redirigirlas por debajo del tejido subcutaneo
hacia una nueva salida en forma de fistula en la zona inguinal de la cara interna de la
pierna (Pérez et al., 2014). La ventaja de este método es que la concentracion de

espermatozoides es mayor que en las demas técnicas y es mas facil la manipulacion de
13

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; hﬂ UNIVERSIDAD

los espermatozoides ya que estan libres de filancia e impurezas y es apto para utilizarlo

en la fecundacién in vitro (Pérez et al., 2017; Pacompia, 2017; Arqque, 2017).

2.1.1.2. Evaluacioén de la motilidad espermatica.

Los espermatozoides de mamiferos adquieren la capacidad de movimiento
durante el trasporte por el epididimo. La motilidad flagelar es estimulada tras la
eyaculacion y se modula durante el transito del espermatozoide a través del aparato
reproductor de la hembra. Este transito implica cambios secuenciales importantes en los
patrones de movimiento espermético, mostrando diferencias en cuanto a la longitud de la
onda flagelar (movimiento asimétrico) o cambios en el desplazamiento lateral de la
cabeza (Muifio, 2008), sugiriendo que el espermatozoide necesita primero sufrir una
activacion en la motilidad (hiperactivacion) que le permita atravesar el tracto genital de
la hembra y posteriormente, cambios estructurales en el acrosoma dandole la capacidad
de fecundacion (penetrar la pared del ovocito) (Turner, 2003). Por todo ello, la motilidad
del espermatozoide es una caracteristica fundamental a tener en cuenta en la evaluacion

de la calidad seminal.

La determinacion de la motilidad normalmente se hace, de forma subjetiva,
mediante el examen microscopico realizado por un técnico experimentado y bajo los
siguientes parametros (para semen fresco), 0% se considera inmévil, 5 al 10% como mala,
30 al 40% como regular, 50 al 60% como buena y de 70 a mas, como excelente (Sorensen,

1991; lllera, 1994).

Dentro de la fecundacion in vitro, la motilidad juega un papel importante
inicialmente ya que es fuente de espermatozoides con capacidad fecundante dentro del
medio FIV. La fuente de los espermatozoides con el que se hicieron los primeros ensayos
FIV, fueron obtenidos de epididimos de testiculos de animales beneficiados en Ilamas
(Del campo, 1994) y alpacas (Gomez et al., 2002). Actualmente epididimos de alpacas

14
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beneficiadas en camal, registran motilidades de 70% (Arriaga et al., 2014) hasta 79.87%
(Martinez et al, 2015) y 75% de motilidad en Ilamas (Berland et al., 2011), la desventaja
es que este método de obtencion es netamente experimental y solo es justificable cuando
los testiculos sean de animales genéticamente superiores muertos imprevistamente. La
electroeyaculacién es otro método que ofrece espermatozoides para la fecundacion in
vitro y es muy usado actualmente ya que también registra buenas motilidades; en llamas

se tiene motilidades de 56.36% (Conde et al., 2008) y 40% (Trasorras et al., 2014).

Otro método de obtencion de espermatozoides con buena motilidad para FIV es
el método de desviacion del conducto deferente, donde se registran motilidades de 50%

aproximadamente (Pérez et al., 2014; Pacompia, 2017; Argque, 2017)

En cuanto a espermatozoides provenientes de semen congelado se tiene el
problema de que la motilidad es menos debido al proceso de congelacion, pero aun asi se
ha tenido motilidades regulares. En alpacas se registran motilidades de 32% de motilidad
post-descongelado en medio Tris-yolk-glycerol y 25% de motilidad para espermatozoides

diluidos en medio de dilucién AndroMed® post descongelados (Mamani, 2015).

2.1.1.3. Métodos de seleccion espermatica.

La seleccion espermaética permite la separacion de los espermatozoides con
morfologia normal, una buena motilidad e integridad del material genético del resto de la

poblacion, asi como de los diferentes componentes del eyaculado (Trasorras et al., 2012)

- Técnica de gradiente de densidad.

El fundamento de esta técnica estd en los principios basicos de la teoria de la
sedimentacion, los cuales derivan de la Ley de Stokes. Este método requiere de una
solucion cuya densidad aumenta desde la zona superior hacia la inferior. Los
espermatozoides son colocados en la superficie y con la centrifugacion son desplazados

hasta un punto donde su densidad es igual a la de la gradiente. Como resultados los
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espermatozoides intactos que poseen una mayor densidad se ubicaran en el fondo del

tubo.

Dentro de los reactivos mas empleados para preparar las gradientes se encuentra el
Ficol y el Percoll®, siendo este Gltimo empleado en concentraciones de 90%, 45%,30%

0 22.5% en sus diferentes combinaciones (Palma, 2008).

Sin embargo, en sistemas de produccion de embriones in vitro bovino, tratamientos
con Percoll® sobre espermatozoides descongelados, fueron causantes de bajas tasas de
clivaje y blastocistos, debido probablemente a la polivinilpirrolidona (PVP) libre en el
percoll® (Avery y Greve, 1995).

- Técnica de Swim-up

El método de swim-up desarrollado consiste en separar los espermatozoides motiles
de los no motiles, debido a la motilidad intrinseca de los espermatozoides, para ello una
muestra de semen es colocada en el fondo de un tubo de ensayo junto con medio Sperm-
TALP a 37 °C, en incubacion y después de un tiempo de cultivo, permite que los
espermatozoides motiles se desplacen hacia la superficie del tubo, de manera que si
retiramos la parte superior habremos seleccionado los espermatozoides mas capaces de
fertilizar el ovocito (Parrish et al., 1986).Un estudio realizado por Mendoza et al., 2008,
compard estas dos técnicas, gradiente de Percoll y Swim-up, para utilizarlos en la
fecundacion in vitro de ovocitos de alpaca. Los resultados mostraron que, si bien los
medios utilizados en las dos técnicas difieren entre si, la separacion por Swim-up fue mas
efectiva que la de gradiente de percoll con resultados en FIV de 42% de segmentacion
frente a 39% de segmentacion del percoll. La Unica desventaja del Swim up es que

requiere de varias muestras de semen.
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2.1.1.4. Capacitacion espermatica in vitro.

Diferentes componentes como la albimina sérica bovina (BSA) y lipoproteinas
de alta densidad (HDL) permiten la liberacion de los agentes incapacitantes como el
colesterol de la cabeza del espermatozoide. La heparina es otro componente comdnmente
empleado para desencadenar la capacitacion in vitro en bovinos, que finalizara con la

correcta reaccion acrosomica y penetracion en el ovocito (Herradén et al., 2007).

Otros componentes capacitantes utilizados es la solucion de PHE (Penicilamina,
hipotaurina y epinefrina) como estimulante de la motilidad espermatica (Gordon y Lu,

1990).

También se ha encontrado que el uso de la catecolamina adrenalina y la

hipotaurina incrementan la penetracion (Palma, 2008).

2.1.1.5. Concentracion espermatica para FIV.

La concentracion espermatica también juega un rol importante para realizar la
fecundacién in vitro y la cantidad de espermatozoides depende tanto de método de colecta
del semen como el estado del semen (fresco, refrigerado y congelado). En llamas para
procesos de fecundacion in vitro se llegaron a registrar concentraciones de 19.2 y 20.10
millones de espermatozoides por mL mediante electroeyaculacion (Conde et al., 2008;
Trasorras et al., 2014), mientras que en alpacas se tiene concentraciones de 105 y 190
millones de espermatozoides por mL (Martinez et al, 2015; Arriaga et al., 2014) mediante
seccion de colas de epididimo de animales beneficiados en camal, el Unico problemas es
el bajo porcentaje de motilidad; en tanto colectas con vagina artificial resultan
concentraciones de 13.44 millones de espermatozoides por mL (Malaga, 2015), y
mientras que con semen congelado se tienen concentraciones de 66.5 millones de
espermatozoides provenientes de la cola del epididimo (Mellisho et al., 2014; Mamani,

2015). Otro método que brinda buenas concentraciones de espermatozoides es el método
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de desviacion de conducto deferente que registran concentraciones de 25.53 y 40.49

millones de espermatozoides por mL tanto para alpacas y llamas (Pérez et al., 2014).

2.1.1.6. Determinacién de la concentracién espermatica en camaras.

Se define como concentracién espermatica a la cantidad de espermatozoides que
se encuentran en una unidad de volumen. Existen diferentes tipos de camara para el
recuento de espermatozoides. Todas fueron desarrolladas para el recuento
hemocitométrico: Neubauer, Thoma, Thoma neu, Blrker-Turk/Tark, Fuchs-Rosenthal.
Las mas conocidas para la determinacion del nimero de espermatozoides son las de
Neubauer (Figura 01) y Thoma (Thoma neu). El principio de la determinacion de la
concentracion espermaética esta establecido por el recuento de los espermatozoides de una
muestra de semen diluido bajo condiciones estandarizadas. EI mismo tiene en cuenta la
superficie y la altura de la camara como asi también el grado de dilucion al que se sometio

la muestra de semen (Palma, 2008).
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Figura 1. Ampliaciones sucesivas de la cAmara de Neubauer. El recuadro 5 (reticulo
de Tomas) se ve amplificado en el esquema central (1 mm2) que a su vez indica un
circulo que se amplifica nuevamente a la derecha para realizar el recuento (0,2
mm?2). (World Health Organization, 2010).

2.1.1.7. Medios de fecundacion in vitro.

El medio empleado debe ser capaz de proporcionar al ovocito maduro y al
espermatozoide capacitado un entorno que garantice la fecundacion. EI medio albumina

lactato piruvato de Tyrode (TALP), es una preparacién de Tyrode modificada que
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contiene 25 mM de bicarbonato de sodio y albumina de suero bovino (0.6%). El medio
Tyrode/albimina se modifica también con cantidades variables de fuentes de energia de
lactato de sodio y piruvato de sodio. Las concentraciones optimas de estas fuentes de
energia parecen ser 10 mM de lactato y 10 mM de piruvato en presencia de 5.6 mM de
glucosa. Cuando se usa TALP como medio de fecundacién, la BSA se utiliza como fuente

de proteina.

En camélidos sudamericanos, el medio Fert-TALP es el mas utilizado, sin
embargo, existen distintas formas de fecundacion, en cuanto a la cantidad de medio por
ovocitos madurados. En llamas, después de la maduracion in vitro, ovocitos maduros
fueron colocados en gotas de 50 uL de Fert-Talp (Morton et al., 2008). También se suele
utilizar microgotas de entre 1 y 5 ovocitos por gota de medio entre 45 y 50 uL (Conde et

al., 2008; Ayuque y Justiniano, 2013; Trasorras et al., 2014)

En alpacas también se utiliza microgotas de 45 ul con 10 ovocitos (Mellisho et
al.; 2014 Martinez et al, 2015; Mamani, 2015; Pérez et al., 2017), aungue se registran
proporciones de mas de 10 ovocitos por gota de medio (Huanca et al., 2014). Este tipo de
forma de plaqueo generalmente se hace en placas Petri de 35mm x 15mm y las gotas son

cubiertas por aceite mineral.

Otra forma de plaqueo es en placas multipocillos. En donde se depositan medio
de fecundacién en un volumen de 500uL con una cantidad de ovocitos de entre 20 y 50

ovocitos maduros (Mélaga, 2015)

2.1.1.8. Relacion ovocito/espermatozoide en el co-cultivo FIV.

La relacion ovocitos/espermatozoides es importante durante la fecundacion in
vitro, ya que se ha podido establecerse que, si el nUmero de células espermaticas es

demasiado bajo en relacién con el numero de ovocitos, obtendremos resultados de
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fecundacidn pobres y si, por el contrario, el nimero de células espermaticas es demasiado

alto se producen el fenémeno de poliespermia (Saeki et al., 1990).

Independientemente del medio de fecundacion utilizado, la mayor parte de los
protocolos de fecundacion in vitro, utilizan entre 0.5 y 3.5 millones de
espermatozoides/mL y el co-cultivo con los ovocitos madurados in vitro, se lleva a cabo
en microgotas de 50 uL. que contienen entre 5 y 10 ovocitos (Del Campo et al., 1994;
Del Campo et al., 1995; Gomez et al., 2002; Conde et al., 2006; Ratto et al., 2007; Conde
et al., 2008; Gamarra et al., 2008; Mendoza et al., 2008; Machicado et al., 2009; Berland

etal., 2011).

La presencia de las células de los cimulus en los ovocitos co-cultivados con los
espermatozoides, incrementan los porcentajes de fecundacion. Estos incrementos son
debidos a que el cimulus induce los mecanismos de capacitacion espermatica, facilitando
la interaccion del espermatozoide y la superficie de la zona pelucida. (Cox et al., 1993;

Zhang et al., 1995).

En diversos trabajos de investigacion realizados se ha alcanzado tasas de
fecundacion o clivaje relativamente variables con concentraciones menores usando
semen fresco; correspondientes a valores como 0.1 millones de espermatozoides/mL con
27.1% de tasa de clivaje (Gamarra et al., 2008)., 0.5 millones por/ml con 38.64%
(Malaga, 2015), 2 millones por mL con 74.2% utilizando distintas concentraciones de
gonadotropinas (Pacompia, 2017), 4 millones de espermatozoides/mL con 30.6% usando
distintas concentraciones de FSH,LH y eCG en el medio de maduracion (Quispe, 2018),
5 millones de espermatozoides/mL con tasas de 49.41% (Argque, 2017). También esta
variabilidad en las tasas de clivaje se debe a que muchos autores utilizan un volumen

determinado de medio capacitador con espermatozoides, en base a concentraciones
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determinadas antes del proceso FIV con tasas de clivade de 46.2%, 48%, 27.5% (Arriaga
et al., 2014; Martinez et al, 2015; Pérez et al., 2017). Mientras que en FIV utilizando
espermatozoides provenientes de semen congelado, se tiene concentraciones de 10
millones de espermatozoides/mL en un volumen de 5 pl con 37% y 35% de clivaje usando
2 métodos de seleccion espermatica (Swim-up y Washing) (Mellisho et al., 2014). Esto
también se manifiesta con concentraciones altas para valores como de 4 millones de
espermatozoides/mL con 36% (Trasorras et al., 2014) y 2-3 millones de
espermatozoides/mL con 29% de clivaje utilizando gametos de epididimo (Del campo et

al., 1994).

2.1.1.9. Tiempo de fecundacion in vitro.

El tiempo empleado para la fecundacion de los ovocitos, generalmente se
encuentra en 18 horas, tomando como referencia el tiempo empleado en bovinos. Este
tiempo puede ser mayor o menor siempre y cuando se tomen en cuenta la concentracion
espermatica y sucesos como presencia de poliespermia (Lorenzo, 1992; Bravo et al.,
1996). Sin embargo, en Ilamas se utilizan tiempos de fecundacion de 24 horas, con buenas
tasas de segmentacion, utilizando gametos de animales vivos (Conde et al., 2008; Berland

etal., 2011; Trasorras et al., 2014).

2.1.2. Cultivo de embriones in vitro para evaluar clivaje.
2.1.2.1. Medios de cultivo embrionario in vitro.

Los medios de cultivo para embriones mas empleados son el medio SOFaa y
KSOMaa, la suplementacion de estos medios con aminoacidos, permiten aumentar el
desarrollo embrionario durante la division, regular el incremento o disminucion del
volumen celular, y favorecer el desarrollo embrionario con miras a su implantacién. El
suero al ser una mezcla compleja de biomoléculas es méas beneficioso durante el

desarrollo embrionario desde el estadio de mérula en adelante (Palma, 2008).
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2.1.2.2. Criterios de clasificacion y evaluacion de la tasa de clivaje.

La evaluacion del clivaje se puede dar en dos aspectos: uno cuantitativo y otro
cualitativo. En el aspecto cuantitativo, se toma el nimero de cigotos (2, 4 y 8 divisiones
o0 blastomeros) que desarrollan en los diferentes momentos del cultivo, sobre el numero
de cigotos cultivados para la maduracion o divididos el dia 1 o 2 después de la

fecundacion FIV, expresado en porcentaje (Palma, 2008).

Aunque los tiempos de evaluacion de la divisién (clivaje) varian dependiendo de
factores como el tipo de semen empleado en la fecundacion in vitro, generalmente la
evaluacion se realiza a las 48 horas después del FIV en un medio de CIV. Evaluaciones
de las divisiones de 48 horas muestran tasas de clivaje de 27.5% (Pérez et al., 2017),
30.6% (Quispe, 2018), 38.64% (Malaga, 2015), 48% (Martinez et al, 2015), y 49.41%
(Argque, 2017), también se tienen datos de clivajes de 19.8% (Huanca et al., 2014) y
46.2% (Arriaga et al., 2014) con tiempos de 72 horas CIV en alpacas mientras que cigotos
fecundados con espermatozoides congelados muestran tasas de clivajes de 27.1%
(Gamarra et al., 2008), 36.82% (Mamani, 2015) a las 72 horas de clivaje. En llamas por
lo general el clivaje se realiza en 48 horas brindando tasas de clivaje de 36% (Trasorras
et al., 2014), 42.2% (Conde et al., 2008), 51% (Ayuque Yy Justiniano, 2013) y 65.3%

(Berland et al., 2011).

2.1.3. Evaluacion de la poliespermia.
2.1.3.1. Poliespermia.

La entrada de un Unico espermatozoide al interior del ooplasma del ovocito se le
conoce COmMO monospermia, que es una caracteristica esencial para los procesos
reproductivos en los mamiferos, mientras que la entrada de mas de un espermatozoide al
ovocito se le considera un proceso patolégico denominado poliespermia o polispermia

(Hunter, 1991) dicha patologia es contraproducente en las tasas de fecundacion in vitro.
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A diferencia de la situacion in vivo, en la cual la proporcién
ovocito:espermatozoide es cercana a la unidad (Hunter, 1993), in vitro los ovocitos son
expuestos a un elevado nimero de espermatozoides capacitados dando lugar en muchos

casos a penetraciones polispérmicas (Nagai et al., 1984; Coy et al., 1993).

La poliespermia en mamiferos tiene como consecuencia el desarrollo fallido del
cigoto. Cuando se presenta un nacimiento en mamiferos a partir de un embrién
polispérmico y éste se caracteriza por presentar severas malformaciones y multiples
anormalidades (Kjaer et al., 1997; Nolting et al., 2002)

También se sabe que otra variable que contribuye al aumento de la polispermia.
en mamiferos, es la maduracion de los ovocitos, donde los ovocitos inmaduros tienden a
presentar mayor incidencia de poliespermia que ovocitos maduros (Ducibella y Buetow,
1994).

2.1.3.2. Gréanulos corticales.

Un punto importante a considerar en el problema de la poliespermia es el papel
que juegan los granulos corticales. Estos son unos organelos pequefios, localizados en la
periferia del ovocito maduro que reaccionan al penetrar un espermatozoide, liberando su
contenido por exocitosis al espacio perivitelino, produciendo el blogueo en la zona
pellcida y evitando que entren mas espermatozoides (Hoodboy y Talbot, 1994). Durante
la maduracion, se da la redistribucion de los organelos internos del ovocito, por lo que
lograr una distribucion normal de los granulos corticales durante la IVM puede ayudar a
prevenir la poliespermia (Saavedra, 2009).

Estas organelas son especificas de los ovocitos de mamiferos no fecundados y
consideradas como unas de las méas importantes dentro del citoplasma por su implicacién

en la reaccién de zona para prevenir la poliespermia (Guraya, 1982).
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2.1.3.3. Tincién fluorescente Hoechst 33342.

El Hoechst es un colorante fluorescente de ADN empleado en la microscopia de
fluorescencia y en la separacion celular por citometria de flujo (FACS). Por su capacidad
de tincion de ADN, se emplea para visualizar nucleos y mitocondrias. En donde
habitualmente existen dos bisbenzimidazoles muy relacionados: Hoechst 33258 y
Hoechst 33342, ambos colorantes son excitados por luz ultravioleta con una longitud de
onda cercana a los 350 nm y emiten fluorescencia azul/cian con un maximo de emision
de alrededor de 461 nm. El Hoechst puede usarse tanto en células vivas como fijadas, y
se emplean a menudo en sustitucion de otro tinte de &cidos nucleicos (Hawley y Robert,

2004).

Tales colorantes se almacenan sin diluir a 4°C y se protegen de la exposicion
prolongada a la luz. Para la tincion inmunofluorescente de células vivas y visualizacién
nuclear, primero se diluye la solucién de Hoechst 33342 a 5-10 pg/mL en medio completo
inmediatamente antes de usar. Luego se agrega la solucion de Hoechst 33342 a cada
muestra y se incuba a 37°C durante 30 a 60 minutos. El tiempo de tincién requerido
depende del tipo de célula, luego se retira la solucién de Hoechst de las células al final
del periodo de incubacion y se agrega 1x de PBS. Las células también pueden analizarse
sin lavarse, pero esto puede aumentar el fondo del tinte no unido, por ultimo, se realiza la

lectura de la muestra (INVITROGEN, 2005).

2.1.3.4. Criterios de clasificacion y evaluacion de la tasa de poliespermia.

AUn no existe algun protocolo para evaluar la tasa de poliespermia de ovocitos de
alpaca fecundados in vitro mediante tincién de fluorescencia, sin embargo, existen
investigaciones en porcinos y camellos que cuentan con criterios de evaluacion con dicha
tincién, en camellos por ejemplo los ovocitos coloreados con Hoechst (figura 02)

cualitativamente se clasifican como fertilizados (cabeza espermatica con o sin
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descondensacion dentro del ooplasma y presencia de prondcleos masculinos y/o
femenino), no fertilizados (sin signos de penetracién de espermatozoides), polispérmicos
(con mas de una cabeza espermatica en el ooplasma o mas de dos prondcleos) y
degenerados (con cromatina dispersa, degenerada, invisible o con vacuolas) (Wani,

2008).

Cuantitativamente en porcinos la tasa de poliespermia se calcula mediante el
conteo de ovocitos con mas de 2 pronicleos dividido con la cantidad total de ovocitos

inseminados in vitro multiplicado por 100 (Benavides, 2005)

Figura 2. Ovocitos de camello fecundados in vitro con tincion Hoechst 33342: (a)
ovocito con un espermatozoide en ooplasma y primer y segundo cuerpos polares
visibles; (b) ovocito con un pronucleo femenino y condensacion de cromatina de
esperma; (c) ovocito con pronucleos masculinos y femeninos y (d) ovocitos con
pronucleos masculinos y femeninos singamicos. (Wani et al., 2008)

La poliespermia es un problema comdn y aun sin resolver en los sistemas de
fecundacién in vitro sobre todo en la especie porcina (Coy et al., 2005; Hao et al.,2006).

Algunos autores indican que durante la fecundacion in vivo existe un 5% a 35% de
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poliespermia (Hunter, 1973), mientras que en ovocitos madurados y fecundados in vitro

puede alcanzar un 65% (Wang et al., 1998).

Ovaocitos porcinos fecundados in vitro con espermatozoides de semen fresco
fueron suplementados con acetato tetradecanoylphorbol para reducir la poliespermia en
donde dieron como resultado una tasa maxima de 58.1% con 1 uM y una tasa minima de
10% con 10 uM de acetato tetradecanoylphorbol, frente a su resultado control de 32.4%
(Benavides, 2005), otros estudios revelan que utilizando la osteopontina en la reduccion
de poliespermia de ovocitos porcinos fecundados en FIV revelan tasas de 38.8%, 32.9%,
27.2%, 20.8% y 16.4% usando concentraciones de 0.0, 0.001, 0.01, 0.1 y 1.0 ug/mL de

osteoponina respectivamente (Hao et al., 2006).

Tambieén existe un estudio donde se utilizé6 EGF en el proceso de M1V, donde las
tasas de poliespermia fueron reducidas de 47,4% a un 36,2% (Martinez, 2002). Otro
estudio enfocandose en utilizar medios modificados en el proceso MIV como el medio
Waymouth y TCM 199 modificados y con distintas dosis de espermatozoides registraron
tasas de 42.86%, 52.73%, 70.11% y 91.23% utilizando concentraciones de 10, 50, 250, y
500 x10° espermatozoides/mL respectivamente, mientras que con el medio TCM 199 se
tuvieron tasas de 44.19%, 57.50%, 80.7% y 91.6% utilizando las mismas concentraciones

correspondientemente (Romar et al, 1999)

En vacunos las tasas de poliespermia no supera un 10% (lwasaki et al., 1989;
Iwasaki y Nakahara, 1990; Kawarsky et al., 1996), por ejemplo, un estudio donde se
utilizd ovocitos de ovarios de vacas beneficiadas en camal fueron mantenidos a
temperaturas de 4 y 38°C y luego fecundados con espermatozoides de semen congelado
y a la evaluacién con tincién de orceina acética al 1%, registraron tasas de poliespermia

de 9 % y 2 % para cada temperatura de mantencion (Risopatron et al., 1991).
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Otro estudio en donde se trabajé con heparina y distintas concentraciones de
espermatozoides registraron tasas de poliespermia de 0%, 10% y 15% con
concentraciones de 0.5, 1 y 2 x10° espermatozoides/mL y con 10 pg/mL de heparina
(Salgado et al., 2004), por tal motivo, las tasas de poliespermia son bastante bajas en
vacunos, tanto que no comprometen las tasas de fecundacion, por ello no justifica evaluar

este pardmetro en esta especie.

Mientras que en camellos, la especie mas cercana a la alpaca, reportan tasas de
poliespermia de 5% en ovocitos fecundados in vitro, y tasas de 3 y 2% con
suplementacion de cafeina en el proceso MIV (Fathi et al., 2014), también se hicieron
tinciones Hoechst a ovocitos fecundados con espermatozoides obtenidos de epididimos
de camellos beneficiados en camal que fueron refrigerados a 4°C, diluidos en Tris—tes, y
fecundados a distintos tiempos (2, 4, 6, 8 dias), donde las tasas de poliespermia fueron de
3%, 4%, 7%, 5% y 7% respectivamente mientras que espermatozoides diluidos con Tris—

lactose fueron 3%, 3%, 5%, 3% Yy 2% de poliespermia respectivamente (Wani et al., 2008)

2.2. ANTECEDENTES EN LA FECUNDACION IN VITRO DE CAMELIDOS
SUDAMERICANOS.

La primera fecundacion in vitro en alpacas, se realizd con espermatozoides
epididimarios diluidos en solucién TRIS fructosa con 10% de glicerol, en donde la dosis
de inseminacidn utilizada fue de 10 millones de espermatozoides por mililitro, donde se
obtuvieron tasas de 27.1% de segmentacion, 8% de morulas y 3% de blastocistos
eclosionados (Gamarra et al., 2008), también se realizaron trabajos con semen fresco de
Ilamas, en la produccion de embriones de llamas in vitro obteniendo tasas de 17%, (16/94)
de blastocistos expandidos y recientemente producido un 15% (5/33) de blastocistos

expandidos después del cultivo en medio DMEM-F12 (Conde et al., 2008).
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Desde los primeros experimentos en maduracion y fecundacion in vitro en
camélidos sudamericanos, los ovarios de alpacas y llamas obtenidos de hembras
beneficiadas en el camal han sido una fuente importante para la recuperacion de
complejos ovocito-cimulo (CCOs), facilitando gran disponibilidad de ovocitos para la
investigacion en la estandarizacion de protocolos de maduracién y fecundacion in vitro
(Del Campo et al. 1992; Del Campo et al., 1994; Ratto et al., 1999; Ruiz et al. 2007;
Mendoza et al. 2008; Gamarra et al. 2008; Huanca et al., 2009).

En cuanto al desarrollo embrionario obtenido por FIV, se observd que los
porcentajes de segmentacion y blastocistos aumentan gradualmente fertilizando ovocitos
madurados in vitro, por un tiempo de 38 horas (Huanca et al.,2009)

El manejo de semen es otro factor influyente en las tasas de fecundacion de la
produccion de embriones in vitro, debido a que el semen de alpaca es bastante viscoso y
filante que en varios estudios utilizan la colagenasa para reducir su viscosidad y las tasas
de division (formacion de cigotos) a las 48 horas de la fecundacion fueron 56% y 50%
con y sin agentes capacitantes (heparina, penicilamina e hipotaurina), obteniendo tasas de
40.8% y 42.2% de division a los dos dias y 35% y 47% de blastocistos a los 8 dias con y
sin agentes capacitantes (Mendoza et al., 2008; Gamarra et al., 2008). Demostrando que
la colagenasa no afecta la capacidad fecundante del semen y que es posible producir
embriones de llama por FIV con semen fresco.

En cuanto al empleo de semen congelado para FIV de alpacas, se congelaron
espermatozoides epididimarios previamente diluidos en una solucion de TRIS-Fructosa
con 10% de glicerol, luego, estos pellets conteniendo los espermatozoides fueron
descongelados y centrifugados en gradiente de Percoll y resuspendidos en medio FERT-
TALP suplementado con penicilamina, hipotaurina, epinefrina (PHE) y heparina. Los

ovocitos madurados in vitro por 30 horas fueron inseminados con una concentracion de
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10 x 10° espermatozoides /gota de 100 mL de FERT-TALP, obteniéndose asi 27.1% de
segmentacion a las 72 horas, 8.0% de moérulas a los 5 dias y 3% de blastocitos
eclosionados a los 7 dias de cultivo embrionario, siendo el primer y unico logro en FIV
de ovocitos de alpacas utilizando espermatozoides congelados (Gamarra et al., 2008).
Por otro lado, se compararon los métodos de gradiente de Percoll y Swim up para
la recuperacion de espermatozoides epididimarios y utilizarlos en la fecundacion in vitro
de CCOs de alpaca aspirados de ovarios obtenidos en el camal; tales epididimos fueron
separados de los testiculos y suspendidos en SPERM-TALP luego fueron centrifugados
en SPERM-TALP vy finalmente sometidos a uno de los dos tratamientos siguientes:
centrifugados en una gradiente de Percoll o colocados en la estufa por 45-60 minutos con
una inclinacion de 45° (swim up), por ultimo los ovocitos previamente colocados en
FERT-TALP fueron inseminados con una concentracion final aproximada de 2.5 - 3.5 x
10° espermatozoides/mL y los resultados obtenidos fueron 39.0% y 42.3% de
segmentacion y 7.3% y 6.9% de blastocitos para Percoll y Swim-up respectivamente,
demostrando por primera vez que es posible utilizar el método de “swim-up” en la FIV

de ovocitos de alpacas (Mendoza et al., 2008).

Actualmente la utilizacion de espermatozoides provenientes de machos vivos con
desviacion de conducto deferente brinda mejores resultados en la tasa de fecundacion in
vitro de ovocitos de alpacas, los resultados que ofrecen es que evita la accion de enzimas
proteoliticas que intenten licuefactar el coagulo del eyaculado para un mejor manejo

espermatico (Quintano, 2002; Pérez et al. 2014).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE ESTUDIO

El presente trabajo de investigacion se realizo en las instalaciones del Laboratorio
de Biotecnologia Reproductiva del Centro de Innovacion y Produccion (CIP)
Quimsachata, el cual pertenece a la Estacion Experimental Agraria Illpa — Puno, ubicado
a 4200 metros de altura en el distrito de Santa Lucia, provincia de Lampa en el
departamento de Puno, Pera (15° 8 41°39”* Latitud Sur, 70°36°24°> Longitud Oeste)

(SENAMHI, 2012).

3.1.1. Poblacién
La poblaciéon fueron los ovocitos madurados in vitro de ovarios de alpacas
Huacaya adultas no prefiadas beneficiadas en mataderos de los distritos de Nufioa y

Ayaviri del departamento de Puno.

3.1.2. Muestra

El método y el tamafio muestral fueron considerados por conveniencia (no
probabilistico). De un total de 315 ovarios de alpacas beneficiadas, se obtuvieron 2817
ovocitos maduros de alpaca entre las categorias A y B para la fecundacion in vitro.
3.2. MATERIALES

3.2.1. Material experimental

- Recoleccion de ovarios
Los ovarios fueron recolectados de alpacas hembras beneficiadas en camales. Los
animales fueron hembras adultas entre prefiadas y vacias de raza Huacaya y/o Suri con

una condicion corporal regular y buena.

- Fuente de obtencién de semen
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El semen fresco fue colectado de 2 machos adultos de raza Huacaya del plantel de
reproductores del laboratorio de coleccion del CIP Quimsachata y las pajillas de semen
congelado fueron de los mismos machos, congeladas en el mes de julio del mismo afio
con motilidades entre 20% y 30% y concentraciones de entre 25 a 120 millones de

espermatozoides por mL, proporcionadas por el mismo laboratorio.

3.2.2. Material de laboratorio

Material de vidrio

- Probetas (500 mL)

- Portaobjetos

- Cubreobjetos

- Beakers (250 mL)

- Frasco Pyrex (500mL)

Material de plastico

- Jeringas (1 y 20 mL)

- Tips (10; 200; 1000 pL)

- Filtros millipore (22 pm)

- Viales (0.2 y 2 mL)

- Tubos Falcon (15 y 50 mL)

- Placas petri grandes cuadriculadas (90x15mm)

- Placas mutipocillo (6 pocillos)

Reactivos
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- Agua ultrapura (MillQ)

- Aminoacidos Esenciales (Sigma M5550)

- Aminoécidos No Esenciales (Sigma M7145)

- BSA Factor V (Sigma A4503-100G)

- BSA FAF (Sigma A6003-5G)

- Carbonato de Sodio (NaHCOs3, Sigma S5761-500G)

- Cloruro de Calcio (CaClz, Sigma C7902-500G)

- Cloruro de Magnesio (MgCl., Sigma M2393-500G)

- Cloruro de Potasio (KCI; Sigma P5405-250G)

- Cloruro de Sodio (NaCl; Sigma S5886-1KG)

- Colorante HOECHST 33342 (bis-Benzimide trihydrochloride; Sigma-Aldrich)

- Estradiol (17-8, Sigma E2758-1G)

- Fosfato Acido de Potasio (KH2PO4; Sigma P5655-500G)

- Fosfato Acido de Sodio (NaH2PO4, Sigma S5011-100G)

- FSH (Folltropin)

- Gentamicina (Sigma G1264-5G)

- Glucosa (CsH1206, Sigma G1264-5G)

- Heparina (Sigma H3149-25KU)
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- HEPES (Sigma H4034-100G)

- Hipotaurina (Sigma H1384-1G)

- L-Glutamina (Sigma G3126-100G)

- Percoll® (Sigma P1644-1L)

- Piruvato de sodio (Sigma P5280-25G)

- Rojo Fenol (Sigma P3532-25G)

- Sulfato Magnesio Hepta hidratado (MgSO4 7H20, Sigma 230391-500G)

- TCM — 199 (Sigma M7528)

3.2.3. Equipos de laboratorio

- Balanza analitica

- Camara de flujo laminar

- Calentador eléctrico de agua

- Centrifugadora

- Estereoscopio

- Equipo Bafio maria

- Equipo de diseccion

- Incubadora CO;

- Microscopio éptico
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- Microscopio de fluorescencia

- Micropipetas Eppendorf (10, 200 y 1000 pl)

- Platina térmica

- Tanque de nitrégeno liquido

- Termo portétil

- VVortex

- Vagina artificial

- Maniqui de colecta
3.2.4. Indumentaria de laboratorio.
- Gorra descartable
- Mascarilla descartable
- Mandil

- Guantes de latex sin talco

- Botas descartables

3.3. METODOLOGIA.
3.3.1. Fecundacién in vitro de ovocitos de alpaca
3.3.1.1. Medios para FIV (Fertil-TALP y Sperm-TALP)

- EI medio para FIV se prepar6 con los componentes utilizados por Bavister et al.

- La solucion Stock del medio Fertil-TALP para ser utilizado se agregd

componentes alicuotados que se mantenian congelados como el CaCl;*2H.0,
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MgCl>*6H20, lactato de Sodio, piruvato de Sodio, heparina, gentamicina y BSA fraccion
V en estado sélido liofilizado. Este medio se filtr6 mediante filtros Millipore de 0.22 pm
en un volumen de 10 mL por sesion de FIV en un tubo Falcon. Todo el medio fue

preparado dentro de la cAmara de flujo laminar.

- Luego el medio Stock de Fertil-TALP se plagued en una placa, valga la
redundancia, de 6 pocillos con un volumen de 500 uL y rotulado, para después ser dejado
bajo equilibrio de gases dentro de la incubadora de CO2 con un minimo de 2 horas antes
de la sesién de FIV. El resto de medio después del plaqueo sirvio para realizar lavados de

ovocitos maduros después de la clasificacion

- Por ultimo, se prepardé el medio Sperm-TALP para la capacitacion de
espermatozoides. Dicho medio se prepar6 con los componentes utilizados por Bavister et
al., compuesto por 100 mM de NaCl; 2 mM CaCl>*2H,0, 3.1 mM de KCI, 0.4 mM de
MgCl>*6H20, 0.3 mM de NaH2PO4*H0, 21.6 mM lactato de Na, 1 mM piruvato de Na,
25 mM NaHCO3z, 10 mM HEPES, 0.3% (p/v) de BSA sin Acidos grasos y 25 pg/mL de

gentamicina y se mantuvo bajo refrigeracién a 5°C.

- Para convertirla a solucion Stock se le agregé componentes alicuotados que se
mantenian refrigerados como el CaCl>*2H,0, MgCl>*6H-0, lactato de sodio, piruvato de

Sodio y gentamicina; mas la adicion de BSA fraccion V en estado sélido liofilizado.

- Este medio se filtr6 mediante filtros de 0.22 pum y se colocé dentro de la
incubadora de CO; para su estabilizacién hasta su utilizacion en la capacitacion
espermaética. Este medio se prepar6 en volumen de 10 mL por sesion de FIV en la cdmara

de flujo laminar (Conde et al., 2008; Ayuque y Justiniano, 2013; Trasorras et al., 2014)

3.3.1.2. Obtencion de espermatozoides de semen fresco y congelado.
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- La coleccion del semen fresco de alpaca se realizd con maniqui, donde se

utilizaron dos alpacas machos adultos de raza Huacaya de color blanco.

- Se prepar0 2 vaginas artificiales, con temperaturas de 43°C y se monto en cada

maniqui.

- Luego se soltd a los machos para que puedan montar dicho maniqui. Después de
cada eyaculado, la vagina artificial fue retirada y llevada al laboratorio de manejo de

semen para su evaluacién (Bustinza, 2001).

- El semen colectado se mantuvo en bafio Maria a 37 °C, luego se evalud la
motilidad para luego ser diluido en Steridyl (1.5 agua bidestilada: 1dilutor) en un volumen

aproximadamente de 1 mL en un tubo Falcon.

- Para el caso de muestras de semen congelado, se tomaron dos pajillas congeladas
de los mismos animales (congelados con anterioridad) de 0.25 mL por una sesion de FIV

y se descongelaron en bafio maria a 38.5° con un minimo de 30 segundos.

- Para utilizar muestras de semen fresco en una sesion de FIV se consideraron solo
muestras con motilidades por encima de 40%. Mientras para el caso de semen congelado
solo se consideraron pajillas congeladas con motilidades por encima de 20% y con

concentraciones por encima de 40 millones de espermatozoides por mL.

3.3.1.3. Seleccidn y capacitacion de espermatozoides de semen fresco y congelado.

- La seleccion se realizd preparando la gradiente de Percoll con densidades de
45% y 22.5% (uno por encima del otro) en volimenes de 500 pL dentro de un tubo Falcon

de 15 mL en bafio maria a 38.5°C

- Se coloco lentamente un volumen de 500 pL de la muestra de semen por encima

de la columna de Percoll (45%:22.5%), tratando de que éste no se mezcle.
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- Luego se llevd a cabo el proceso de centrifugacion a 2500 rpm por un lapso de
15 minutos. Pasado ese tiempo se elimin6 todo el sobrenadante, quedando solo un

pequefio pellet formado en la base del tubo.

- Para la capacitacion, el pequefio pellet formado por la centrifugacion fue
resuspendido en medio Sperm-TALP con la adicion de 30 pL de PHE y 20 pL de

heparina.

- Luego se realizo la segunda centrifugacion a 1500 r.p.m por 5 minutos para
separar los espermatozoides del medio Sperm-TALP, quedando asi un pellet con

espermatozoides capacitados.

- Por Gltimo, el pequefio pellet fue resuspendido en 500 pL de medio Fertil-TALP
e incubado dentro de la incubadora hasta su co-cultivo con los ovocitos madurados

(Palma, 2008).

3.3.1.4. Determinacion de la concentracion espermaética para los tratamientos.

- La determinacion de la concentracion se realizé mediante la cdmara de Neubalier

- Para realizar este proceso, se tom6 10 pl del medio de espermatozoides

capacitados y se diluy6 en 990 uL para asi tener una dilucién de 1:100

- Luego se colocd 10 pL de la dilucion en cada camara y se llevo al microscopio

a 40x donde se contd los espermatozoides.
- Para determinar la concentracion total se utilizo la siguiente férmula:

# de espermatozoides x 50 x 100 X 1000
ml

Concentracion Espermatica Total =
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Donde:

# = La suma de espermatozoides segun cuadrantes de la cAmara
50 = Superficie contada en la cAmara de Neubaldier.

100 =Es el grado de dilucion del semen.

1000 = transformacion de mm3 a mL.

El resultado final se multiplica por la cantidad de eyaculado en mililitros (Palma,

2008).

- Una vez determinada la concentracion espermaética, se calculd el volumen
ajustado (V2) segun la concentracion de cada tratamiento mostrado en la tabla 1, Mediante

la siguiente férmula:

X1y
2 — C1

Donde:

C1= Concentracion espermatica total de la muestra de semen fresco o congelado
V1= Volumen total del medio Fert-TALP (500 pL)

C>= Concentracion de acuerdo al tratamiento del estudio (tabla 1)

V2= Volumen final ajustado.

3.3.1.5. Evaluacion y seleccion de ovocitos madurados in vitro para FIV.

- Simultdneamente a la seleccidon y capacitacion espermatica. Se evalud la
maduracién de los ovocitos cultivados durante 36 horas, mediante la observacién

morfolégica, teniendo en cuenta la presencia del 2 corplsculo polar y el grado de
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compactacién del ovocito. El equipo que se utilizé para esto fue un estereoscopio optico

con platinas atemperadas a 38.5°C

- Luego de la evaluacion, cada grupo de ovocitos madurados, fueron aspirados y
lavados del medio de maduracion mediante pipeteo en una placa Petri (60x15mm) en 4
gotas (60 pL) seriadas de medio Fertil-TALP preparado. También se desnudo

parcialmente todos los ovocitos mediante el pipeteo constante por gota.

- Por ultimo, los ovocitos maduros seleccionados, fueron depositados en grupos

de entre 20 y/o 25 por pocillo de 500 pL de Fertil-TALP (modificado).

3.3.1.6. Fecundacion in vitro de ovocitos madurados.

- En esta parte, con la ayuda de una micropiteta se inocul6 el volumen final
ajustado de espermatozoides capacitados en los pocillos de los ovocitos trasladados al
medio Fertil-TALP (co-cultivo). La cantidad de este volumen y el tiempo FIV dependid

de la sesion FIV acorde con los tratamientos de la tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos para FIV segun concentracion, estado de semen 'y

tiempo de FIV.
Tratamientos
N° Tiempo Estado de semen Concentracion (x10°
FIV espermatozoides/mL)
1 18horas Semen Fresco 0.5
2 18horas Semen Fresco 1
3 18horas Semen Fresco 1.5
4 18horas Semen Congelado 2
5 18horas Semen Congelado 4
6 18horas Semen Congelado 6
7 24horas Semen Fresco 0.5
8 24horas Semen Fresco 1
9 24horas Semen Fresco 1.5
10 24horas Semen Congelado 2
11 24horas Semen Congelado 4
12 24horas Semen Congelado 6

FUENTE: Elaborado por el equipo de trabajo.
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3.3.2. Tincidn con colorante de fluorescencia Hoechst 33342 y tasa de poliespermia

- Latincion se realizo después del periodo de fecundacion in vitro (18 y/o 24horas)

- Se procedid a preparar medio de lavado en base a D-PBS x1 sin BSA.

- Luego se aspird los ovocitos de cada pocillo y se hizo el correspondiente lavado

en 4 gotas de medio de lavado (D-PBS x1)

- Se coloco una gota de 15 pL junto con los cigotos del FIV en un portaobjeto

desengrasado y se le afiadié 10 pL del colorante HOECHST 33342 (1mg/mL).

- Luego se dej6 a temperatura ambiente por un periodo de 20 minutos para la
fijacion y se procedio a realizar el conteo de cigotos utilizando el sistema CASA de
fluorescencia que consta de un microscopio Zeiss AxioLab AndroVision® con opcién de
fluorescencia (Viabilidad Hoechst 33342) y un sistema de software AndroVision®

software (INVITROGEN, 2005).

- Los parametros de emision de luz para excitar el fluorocromo fue de 352nm y
los criterios de evaluacion de poliespermia fueron los siguientes: Cigotos con mas de una
cabeza espermatica descondensada y Cigotos con mas de 2 prondcleos (Wani, 2008).

Todo el proceso de tincion se realizé en un ambiente aislado de fuentes de luminosidad

intensa.
- La tasa de poliespermia de calcul6 con la siguiente formula:
Tasa de Poliespermia (%) = ¢> 2PN;§ > 1CED. x 100
Donde:

C >2PN: Cigotos con mas de 2 pronucleos.

C >CED: Cigotos con més de 1 cabeza espermatica descondensada.
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C.F.: Numero total de cigotos fecundados.

3.3.3. Cultivo in vitro para evaluacion de clivaje
3.3.3.1. Medio de cultivo (SOF).

- El medio SOF se prepar6 con los componentes utilizados por Holm et al.,con
ligera modificacion y fueron los siguientes reactivos: 107.7 mM de NaCl, 7.2 mM de
KCI, 1.2 mM de KH2POg4, 25.0 mM de NaHCO3, 1.5 mM MgSOs, 10 pg/mL rojo fenol,
1.8 mM de CaCl>*2H20, 0.5 mM de MgCl>*6H20, 5.4 mM de DL-lactato de Na, 7.3 mM
de piruvato de Na, 0.2 mM de L-glutamina, 3 mg/mL de BSA libre de &cidos grasos, 45
uL/mL de aminoacidos esenciales, 5 uL./mL de aminoacidos no esenciales, 10 ng/mL de
EGF, 0.3 mM de &cido citrico, 2.8 mM de Myo-inositol, 2% de SFB y 50 pug/mL de

gentamicina.

- Para convertirlo en solucién stock se le adicion6 componentes refrigerados como
el CaCly* 2H.0, MgCl2.6H20, lactato de Sodio, piruvato de Sodio, L-glutamina, EGF,
acido citrico, myo-inositol, SFB, BEN animo acidos esenciales, MEN amino &cidos no
esenciales y gentamicina, asi como la adicién de componentes s6lidos como el BSA sin
acidos grasos. Este medio se filtr6 mediante filtros Millipore de 0.22um dentro de un tubo

Falcon de 15 mL.

-Luego se realiz6 el plagueo del medio en una placa de 6 pocillos con un volumen
de 500 pL de medio SOF y su rétulo correspondiente. Luego la placa con el sobrante de
SOF fueron llevados dentro de la cdmara de CO2 conun tiempo de 2 horas de anticipacion

al tiempo FIV realizado (18 y/o 24 horas) (Palma, 2008).

3.3.3.2. Cultivo de los cigotos.

- Después del periodo de fecundacion (18 y/o 24 horas), los cigotos fueron

aspirados de cada pocillo y lavados en 4 gotas seriadas de medio SOF, en una placa Petri
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(60x15mm), con el fin de quitar los restos de espermatozoides y lavarlos del medio Fert-

TALP.

- Luego la placa de CIV fue colocada dentro de la incubadora a 38.5°C con 6% de

CO2y humedad alta (modificado)

3.3.3.3. Tiempos de cultivo in vitro para clivaje.

- Para el clivaje de los cigotos fecundados con espermatozoides provenientes de
semen fresco, el tiempo de evaluacion se hizo a las 48 horas (Pérez et al., 2017) y para
los cigotos fecundados con espermatozoides de semen congelado el clivaje se realiz6 a

las 72 horas (Mellisho, 2014) con un cambio extra de cultivo a las 48 horas.

- Los cigotos fueron lavados con medio Fluido Ovidultal Sintético (SOF) y fueron
cultivados en 500 puL de SOF, entre 20 a 25 cigotos durante 48 horas para los ovocitos
fecundados con espermatozoides de semen fresco y 72 horas para ovocitos fecundados
con espermatozoides de semen congelado en incubadora de CO? mantenidos con 6.1% de

C0O2, 5% de 02, a 38.5 °C con alta humedad.

3.3.3.4. Evaluacién de la division embrionaria (clivaje)

- La evaluacion de la division embrionaria se realizo observando las caracteristicas
morfologicas de los cigotos cultivados en CIV durante 48 y 72 horas dependiendo del
origen de los espermatozoides utilizados en el FIV (semen fresco o congelado) (Palma,

2008).

- Por cada pocillo de cultivo se contaron los cigotos que tenian entre 2, 4 y 8

blastomeros (divisiones) y para ello se utiliz la siguiente formula:

o # Cigotos dividos
Tasa de Clivaje % = - x 100
#Presuntos Cigotos

42

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

3.3.4. Andlisis estadistico.

Los datos de las variables en estudio fueron analizados mediante la prueba

estadistica de Ji cuadrado (Plackett, 1983).

¥2 = Z (0; — Ep)?
E;

Para tasa de Clivaje:

X2 = poblacién observable de ovocitos fertilizados

Oi = ovocitos fertilizados observados

Ei = ovocitos fertilizados esperados

Para tasa de Poliespermia:

X2 = poblacion observable de ovocitos con polispermia
Oi = ovocitos con polispermia observados

Ei = ovocitos con polispermia esperados
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. TASA DE CIGOTOS FERTILIZADOS IN VITRO CON SEMEN FRESCO Y
CONGELADO EN DOS TIEMPOS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES
ESPERMATICAS.

Tabla 2. Tasa de clivaje de ovocitos de alpaca fertilizados con semen fresco

Estado de Tiempo Concentracion (x10°  Cigotos Cigotos Tasa de
Semen FIV espermatozoides/mL)  divididos Totales clivaje
(Horas)
18 0.5 37 103 35.92%
1 25 106 23.58%
0,
Fresco 15 15 110 13.64%
24 0.5 18 118 15.25%
1 16 121 13.22%
15 16 129 12.40%
18 2 16 113 14.16%
4 10 111 9.01%
6 8 115 6.96%
Congelado 24 2 12 116 10.34%
4 10 116 8.62%
6 9 124 7.26%

a diferentes tiempos y concentraciones espermaticas.
(p=<0.05)

La tabla 2, muestra los resultados de la fecundacion in vitro de ovocitos
fertilizados con semen fresco y congelado, en donde se encontraron tasas de 35.92%
(37/103), 23.58% (25/106) y 13.64% (15/110) con concentraciones de 0.5, 1, 1.5x10°
esperm. /mL respectivamente después de 18 horas de fecundacion in vitro, en donde la
concentracion de 0.5 x 10° esperm. /mL fue la mas alta dentro de todos los tratamientos
de 18 horas FIV con semen fresco y que fue superior a Del Campo et al. (1994), quien
tuvo tasas de 32% en sus primeros ensayos con FIV en llamas esto se debe a que utilizd
una concentracion mayor de espermatozoides (2-3 millones/mL) que probablemente
produjeron mayores casos de poliespermia, también fue superior al de Gamarra et al.
(2008) quien tuvo una tasa de segmentacién de 27.1% usando espermatozoides
congelados esto se debe a que Gamarra et al. (2008) utiliz6 una concentracion ain mas
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mayor de espermatozoides (10 millones/mL) en un tiempo de 24 horas, lo que puede
indicar que la poliespermia haya aumentado debido a dicha concentracion y al tiempo
prolongado de FIV, reduciendo asi la tasa de fecundacién, mientras que Quispe, (2018)
quien tuvo su mayor tasa con 30.6% utilizando distintas concentraciones de hormonas en
la maduracion in vitro también fue superior debido al menor tiempo de FIV (12 Horas)
aplicado, el cual un tiempo menor de FIV disminuye la probabilidad de que los

espermatozoides lleguen a fecundar la mayor cantidad de ovocitos maduros.

Dicha tasa mayor encontrada en este trabajo de investigacion, fue inferior en
comparacion con los datos de Mendoza et al. (2008) quien tuvo tasas de 42% y 39%
usando Swim-up y Washing como métodos de seleccion de alpacas, esto debido a que
Mendoza et al. (2008) colectaron espermatozoides de epididimo, los cuales poseen una
motilidad mayor que los que se obtienen por vagina artificial (Arriaga et al., 2014;

Martinez et al, 2015; Berland et al., 2011).

También fue bastante inferior a tasas obtenidas mediante FIV con semen
colectado de machos con desviacion de conducto deferente (Pacompia, 2017; Arqque,
2017) que tuvieron tasas de 60.7% Yy 49.41%(control) con concentraciones espermaticas
de 2x108 espermatozoides/mL aproximadamente, la diferencia con estos Gltimos se debe
a que los espermatozoides provenientes de éste método de coleccion brinda
espermatozoides con mayor concentracion y vitalidad libre de filancia e impurezas en
comparacion de la colecta por vagina artificial aparte de que se ha utilizado liquido
folicular como medio, el cual produce ovocitos con una mejor maduracién para la

fecundacion in vitro.

Estos datos fueron similares con los registrados por Méalaga (2015) quien tuvo

tasas de 38.64% frente a 35.92% con una misma concentraciéon de 0.5 millones de
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espermatozoides/mL, mientras que con concentraciones de 1 millon de
espermatozoides/mL fue superior con 23.58% (25/106) frente a 11.54% vy con
concentraciones de 1.5 fue ligeramente inferior con una tasa de 13.64% (15/110) frente a
16.67 % este ultimo bajo una concentracion de 1.4 millones de espermatozoides/mL, esta
variabilidad puede deberse al error de la cdAmara de Neubauer en la determinacion de la
concentracion que escapa al experimento, mientras que los resultados para las tasas con
24 horas de FIV la mayor tasa fue de 15.25% (18/118) seguido de 13.22% (16/121) y
12.40% (16/129) con concentraciones de 0.5, 1 y 1.5 millones de espermatozoides,
respectivamente, estos datos fueron casi el doble de inferior frente a los datos registrados
por Pérez et al (2017), el cual fue de 27.5% quien también utiliz6 un tiempo de 24 horas
FIV con una concentracion aproximada de 4 millones de espermatozoides/mL, a pesar de
que esta concentracion es mucho mayor que las concentraciones de este estudio, la razon
de dicha diferencia se encuentra en la fuente de los espermatozoides, debido a que
espermatozoides obtenidos de conducto deferente son mas viables que los
espermatozoides obtenidos de vagina artificial, mientras que tasas de fecundacion en
Ilamas registradas por Conde et al. (2008) y Trasorras et al. (2014) quienes también
utilizaron un tiempo FIV de 24 horas, fueron también superiores con tasas de 42.2 % y
36% con concentraciones de 4 millones de espermatozoides/mL, respectivamente, esto se
debe a que ambos autores utilizaron gametos provenientes de animales vivos, el cual

poseen mayor calidad en los parametros de evaluacion correspondiente.

Para los resultados de semen congelado la mayor tasa de clivaje a las 18 horas fue
de 14.16% (16/113) seguido de 9.01% (10/111) y 6.96% (8/115) con concentraciones de
2, 4 y 6 millones de espermatozoides/mL mientras que para 24 horas fueron de
10.34%(12/116), 8.62%(10/116) y 7.26%(9/124), todos estos datos son bastante bajos en

comparacion con la tasas de 27.1% de Gamarra et al., (2008), 35.17% y 36.82% de
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Mamani, (2015), esto debido a que Gamarra et al., (2008) tuvo mejores motilidades en la
congelacion mediante pellets, mientras que Mamani, (2015) utilizé el método Washing y
Swim-up para la seleccién de espermatozoides de alpaca. La razdn de estas tasas bajas se
debe a que el semen de alpaca al someterse a congelacion este se va reduciendo la
motilidad y al aplicarle la técnica del Percoll reduce ain mas su motilidad debido a la

toxicidad del Percoll (Avery y Greve, 1995).

Los resultados obtenidos en las tasas de fecundacion fueron sometidos al
estadistico de ji cuadrado, demostrando que existe diferencia estadistica (p<0.05). en
dichas tasas obtenidas con tales concentraciones espermaticas de semen fresco y

congelado, asi como en ambos tiempos de FIV.

4.2. TASA DE POLIESPERMIA DE OVOCITOS FERTILIZADOS IN VITRO
CON SEMEN FRESCO Y CONGELADO EN DOS TIEMPOS Y CON
DIFERENTES CONCENTRACIONES.

Tabla 3. Tasa de poliespermia de ovocitos fertilizados in vitro con semen

Estado de Tiempo Concentracion (x10°  Cigotos con  Cigotos Tasa de

Semen FIV espermatozoides/mL) Poliespermia Totales Poliespermia

0.5 40 136 29.41%

18 1 56 130 43.08%

1.5 66 119 55.46%

FRESCO 0.5 79 115 68.70%

24 1 87 115 75.65%

1.5 97 116 83.62%

2 87 115 75.65%

18 4 97 113 85.84%

6 100 112 89.29%

CONGELADO 2 103 121 85.12%

24 4 101 121 83.47%

6 111 122 90.98%

fresco y congelado con 2 tiempos y con diferentes concentraciones
(p=<0.05)
En la tabla 3 se observan los resultados de tasas de poliespermia de ovocitos
fertilizados de la alpaca con semen fresco a distintos tiempos y diferentes concentraciones

espermaticas, donde las mayores tasas de ovocitos que tuvieron poliespermia con semen
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fresco fue de 55.46% y 83.62% a 18 y 24 horas con 1.5 millones de espermatozoides/mL

respectivamente.

Esto debido a que el semen fresco contiene mayor motilidad progresiva y puede
fertilizar mayor cantidad de ovocitos en cortos tiempos, mientras que, si el tiempo de
fecundacion se extiende, los casos de poliespermia van en aumento (Lorenzo, 1992;
Bravo et al., 1996), mientras que las tasas con menos poliespermia con semen fresco y
congelado son de 29.41% y 75.65% respectivamente en un tiempo FIV de 18 horas y son
menores debido a que la concentracion utilizada fue de 0.5 x10° espermatozoides/mL ya
que con esta concentracion se lograron tasas de clivaje mayores y menos casos de
poliespermia (Méalaga, 2015). Estas tasas bajas resultaron ser altas en comparacion con
otras especies como el vacuno, que dentro del proceso de FIV registra una tasa de 10%
de poliespermia aproximadamente (lwasaki et al., 1989; Iwasaki y Nakahara, 1990;

Kawarsky et al., 1996).

Los resultados en las tasas de poliespermia con semen fresco en tiempo FIV de 18
horas fueron de 29.41% (40/136), 43.08% (56/130) y 55.46% (66/119) y para 24 horas
FIV fue de 68.70% (79/115), 75.65% (87/115), 83.62% (97/116), dichas tasas fueron méas
elevadas en comparacion con los datos de porcinos donde se tienen tasas de entre 38.8%,
32.9%, 27.2%, 20.8% y 16.4% registrados por Hao et al. (2006) usando una
concentracion de 2 millones de espermatozides/mL con 8 horas FIV, esta diferencia puede
deberse al efecto de la osteoponin sobre la reduccion en las tasas de poliespermia
mediante la activacién de los granulos corticales responsables de evitar dicho fenémeno,
en otros estudios Benavides, (2005) registro tasas de 32.4% como control y 10% usando
20 millones de espermatozoides/mL y utilizando tetradecanoylphorbol para reducir la
poliespermia mientras que en alpacas no se tiene datos de tasas de poliespermia y menos

algin método para reducirla.
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Los resultados de tasas de poliespermia para semen congelado fueron de 75.65%
(87/115), 85.84% (97/113) y 89.29% (100/112) a 18 horas de FIV usando 2, 4 y 6
millones de espermatozoides/mL y 85.12% (103/121), 83.47% (101/121) y 90.98%
(11/122) a 24 horas FIV usando 2, 4 ,6 millones de espermatozoides/mL respectivamente,
todos estos datos fueron mucho mayores que en comparacién con especies con el porcino;
especie el cual tiene muchos problemas con la poliespermia; por ejemplo Martinez,
(2002) en sus estudios utilizando distintas dosis de espermatozoides congelados (10, 50,
250 y 500x10%/mL de espermatozoides de epididimo) tuvo tasas de 44.19%, 57.50%,
80.7% y 91.6% respectivamente, donde las dos ultimas concentraciones si llegan a
coincidir con las de este estudio, estas tasas son mayores debido al uso de concentraciones
mayores de espermatozoides el cual a pesar de ser semen congelado estos aumentan la
incidencia de la poliespermia. Actualmente ain no se sabe el rango aproximado de
poliespermia y menos aun metodos para reducir dichas tasas de poliespermia en la

fecundacién in vitro de ovocitos de alpacas.

Por altimo, en comparacién con especies mas cercanas a la fisiologia reproductiva
de la alpaca como el camello, estas tasas son abismalmente mayores por ejemplo Wani,
(2008) registran 3% y 2% de poliespermia en FIV utilizando un millon de
espermatozoides/mL a 15 horas FIV y Fathi et al (2014) registran tasa de poliespermia
de entre 2% a 7% utilizando 2 millones de espermatozoides/mL en 18 horas de FIV con
distintos dilutores. Esto podria deberse a que los gametos de camello responden mejor al
procedimiento FIV que la alpaca, y otra razén podria ser el factor climatico ya que estos
experimentos hechos en camellos fueron llevados en Dubai, Emiratos Arabes Unidos
donde el clima es de caracteristica subtropical y a nivel del mar, el cual difiere al clima

de puna seca a 4200 metros de altura donde fue realizado este trabajo de investigacion.
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Los resultados obtenidos en las tasas de poliespermia fueron sometidos al
estadistico de ji cuadrado, demostrando que existe diferencia estadistica (p<0.05). entre
las tasas obtenidas con tales concentraciones espermaticas de semen fresco y congelado,

asi como en ambos tiempos de FIV.
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V. CONCLUSIONES

Existen diferencias en las tasas de fecundacion in vitro utilizando distintas
concentraciones de espermatozoides congelados y frescos en ambos tiempos de
fecundacion, en donde dichas tasas van en aumento utilizando menores concentraciones
de espermatozoides y disminuyen al utilizar concentraciones mayores, notandose una
relacion inversa entre las concentraciones espermaticas y las tasas de fertilizacion asi

también con los tiempos de fecundacion.

Existen diferencias en las tasas de poliespermia utilizando distintas
concentraciones de espermatozoides congelados y frescos en ambos tiempos de
fecundacidn, en donde dichas tasas van disminuyendo a concentraciones espermaticas
menores, mientras que el incremento se produce con concentraciones espermaticas
mayores. Notandose una relacion directa entre las concentraciones y las tasas de

poliespermia, asi como con ambos tiempos de fecundacion.

51

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

V1. RECOMENDACIONES

Se recomienda que se evalUe la motilidad y la concentracion simultaneamente
como una rutina parte del protocolo de la muestra del semen después de la seleccion y

capacitacion de los espermatozoides utilizados en FIV.

Realizar estudios aplicando técnicas de epifluorescencia en el proceso de
fecundacidn in vitro de ovocitos de alpacas para corregir y/o establecer un protocolo de
fecundacion in vitro, en donde las tasas de poliespermia sean lo bastante bajas para

asegurar altas tasas de fecundacion.

Ensayar otros métodos de seleccion de espermatozoides para el protocolo de
fecundacion in vitro, utilizando semen congelado, debido a que el Percoll, causo

disminucion en la concentracion y la motilidad de las muestras congeladas.
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ANEXOS

Anexo A. Composicién de Medios.
Tabla 4. Medio de Lavado (D-PBS Stock), para 500 pL

Agua ultra-pura 500 mL.
CaClz 2H:0 0.0660 g.
MgSO4 7H20 0.0600 g.
NaCl 4.0000 g.
KCI 0.1000 g.
NazHPO4 0.5750 g.
KH2PO4 0.1000 g.
Glucosa 0.5000 g.
Piruvato de Sodio 0.0180 g.
BSA 1.000 g.
Gentamicina 5 mL.

Tabla 5. Medio de Maduracion TCM-199, para 10 mL

COMPQOSICION VOLUMEN
Solucién L-Glutamina 20 L
Piruvato de Sodio 60 pL

SFB 1000 pL
Gentamicina 50 pL
(Filtracidn)

Estradiol 10 puL

LH 10 pL

FSH 10 pL
EFG 10 pL

Tabla 6. Medio de Fecundacion Fertil-TALP de trabajo para 10 mL

Solucioén de Fertil-TALP STOCK VVolumen
Mgcl2+2H.0 234 pL
CaCl2+2H:0 204 pL
Lactato de Sodio 18.7 L
(Composicidn)

Piruvato de Sodio 25 pL
BSA 0.06 g
Heparina 10 pL
Gentamicina 50 pL
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Tabla 7. Medio de Capacitacion Sperm-TALP de trabajo para 10 mL

Solucion de TALP-SPERM- Volumen
STOCK

MgCl2+2H20 234 L
CaCl2+2H20 104.7 pL
Sodium LD-lactate 40 L
(Composicién)

Piruvato de Sodio 100 pL
BSA 0.03¢g
Gentamicina 50 pL

Tabla 8. Medio de Cultivo SOF de trabajo para 10 mL
Solucion SOF-STOCK Volumen

MgCl2+2H20 136.8 pL
CaClaz+2H20 200 pL
Lactato de sodio DL 10 puL
(Composicién)
Piruvato de Sodio 40 L
Solucion L-Glutamine 27 L
BSA 0.06 g
Amino &cidos esenciales 200 pL
Amino acidos no 100 pL
esenciales
EGF-IGF 10 pL
Acido citrico 10 pL
Myo- inositol 100 pL
SFB2% 200 pL
Gentamicina 50 pL
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Tabla 9. Resultados obtenidos del clivaje de ovocitos fecundados in vitro
con espermatozoides provenientes de semen fresco bajo 2 tiempos 'y 3
concentraciones espermaticas.

Calidad

Tiempo Concentracion Motilidad . Divisiones de blastomeros No
FIV esperméatica  Espermatica # de Ovocitos de (Clivaje) Fertiliz
(horas)  (millones/mL) (%) Fecundados Ovocitos ados
Maduros 2 4 8
40 20 A/B 4 3 6 7
40 22 A/B 1 2 3 16
0.5 40 20 A/B 4 3 1 12
40 20 A/B 1 1 1 17
50 21 A/B 3 2 2 14
40 23 A/B 6 4 3 10
40 22 A/B 2 0 2 18
18 1 40 20 A/B 2 1 0 17
50 21 A/B 2 0 0 19
50 20 A/B 2 1 0 17
40 23 A/B 0 4 3 16
40 24 A/B 0 1 3 20
15 50 20 A/B 1 0 0 19
50 20 A/B 0 1 0 19
25 23 A/B 1 1 0 21
50 23 A/B 2 4 0 17
50 24 A/B 1 1 0 22
05 50 22 A/B 3 0 0 19
50 25 A/B 1 3 0 21
50 22 A/B 3 0 0 19
50 23 A/B 1 0 4 18
50 25 A/B 1 0 0 24
24 1 50 25 A/B 1 1 1 22
50 23 A/B 3 3 0 17
50 25 A/B 1 0 0 24
50 28 A/B 1 2 0 25
50 21 A/B 2 2 0 17
15 50 26 A/B 2 1 0 23
50 28 A/B 1 2 0 25
50 26 A/B 2 1 0 23

68

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

'ﬂ UNIVERSIDAD

Tabla 10. Resultados de clivaje de ovocitos fecundados in vitro con
espermatozoides provenientes de semen congelado bajo 2 tiemposy 3
concentraciones espermaticas.

Calidad

Tiempo Concentracion Motilidad . Divisiones de blastomeros No
FIV esperméatica  Espermatica # de Ovocitos de (Clivaje) Fertiliz
(horas)  (millones/mL) (%) Fecundados Ovocitos ados
Maduros 2 4 8
20 21 A/B 1 0 0 20
25 22 A/B 2 1 1 18
2 25 23 A/B 0 2 2 19
30 24 A/B 1 1 1 21
30 23 A/B 2 0 2 19
20 21 A/B 0 1 0 20
25 22 A/B 2 0 0 20
18 4 30 24 A/B 2 0 1 21
25 22 A/B 2 0 0 20
25 22 A/B 2 0 0 20
25 20 A/B 3 0 0 17
30 24 A/B 2 0 0 22
6 30 25 A/B 1 0 0 24
25 23 A/B 1 0 0 22
30 23 A/B 1 0 0 22
30 26 A/B 3 0 1 22
30 21 A/B 1 1 0 19
2 30 22 A/B 0 0 1 21
30 25 A/B 3 0 1 21
30 22 A/B 0 0 1 21
30 24 A/B 1 0 1 22
30 24 A/B 1 2 0 21
24 4 30 22 A/B 0 0 1 21
30 23 A/B 1 0 1 21
30 23 A/B 1 0 1 21
30 24 A/B 1 1 0 22
30 25 A/B 1 2 0 22
6 30 25 A/B 1 1 0 23
30 25 A/B 1 0 0 24
30 25 A/B 1 0 0 24
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Tabla 11. Resultados de cigotos con poliespermia fecundados in vitro con
espermatozoides provenientes de semen fresco, bajo 2 tiemposy 3
concentraciones espermaticas.

>2 >2

Tiempo Concentracion  Motilidad # de OVocitos Ca:jigad cabezas Pronuc

FIV espermatica  Espermatica
(horas) (miFI)Iones/mL) IO(%) Fecundados  Ovocitos e;ﬂi;? 008
45 26 A/B 4 3
45 26 A/B 5 2
0.5 45 23 A/B 6 4
45 38 A/B 5 3
45 23 A/B 3 5
45 24 A/B 9 2
45 21 A/B 7 3
18 1 45 35 A/B 7 4
45 25 A/B 10 3
45 25 A/B 8 3
45 25 A/B 10 8
45 20 A/B 10 1
15 45 24 A/B 7 1
45 25 A/B 16 2
45 25 A/B 7 4
50 23 A/B 13 2
50 23 A/B 12 4
0.5 50 23 A/B 11 6
50 23 A/B 13 2
50 23 A/B 14 2
50 23 A/B 14 3
50 23 A/B 16 2
24 1 50 23 A/B 16 1
50 23 A/B 12 6
50 23 A/B 14 3
50 23 A/B 15 3
50 23 A/B 18 2
15 50 23 A/B 22 1
50 23 A/B 14 4
50 24 A/B 13 5
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Tabla 12. Resultados de cigotos con poliespermia fecundados con
espermatozoides provenientes de semen congelado, bajo 2 tiemposy 3
concentraciones espermaticas.

>2 >2

Tis:rs/po Concentr’ag:ién Motilid,a_d # de Ovocitos Ca:jigad cabezas Prontc
espermatica  Espermatica Fecundados  Ovocitgs ESPEMM leos
(horas)  (millones/mL) (%) aticas

30 23 A/B 16 1

30 23 A/B 15 4

2 30 23 A/B 14 3

30 23 A/B 14 3

30 23 A/B 15 2

30 21 A/B 19 0

30 23 A/B 20 0

18 4 30 23 A/B 19 1
30 23 A/B 19 0

30 23 A/B 18 1

30 20 A/B 19 1

30 23 A/B 18 2

6 30 23 A/B 18 2

30 23 A/B 18 1

30 23 A/B 20 1

30 23 A/B 20 1

30 25 A/B 19 2

2 25 24 A/B 18 2

30 25 A/B 19 2

25 24 A/B 18 2

20 24 A/B 14 3

30 25 A/B 21 2

24 4 25 24 A/B 21 1
25 24 A/B 22 0

20 24 A/B 16 1

20 24 A/B 20 3

30 25 A/B 21 2

6 25 24 A/B 20 1

30 25 A/B 22 1

25 24 A/B 21 0
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ANEXO B. Figuras del trabajo de investigacion.

Figura 3. Lavado de ovarios colectados de animales beneficiados en camal.

[—

Figura 4. Seccionamiento folicular mediante método de “Slicing”.
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Figura 5. Clasificacion de los CCOs: CCOs de categoria A (a); CCO de categoria B
(b) y CCO de categoria C (c).

Figura 6. Plaqueo y rotulado del medio de Maduracién TCM-199.
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Figura 7. Colocacion del medio TCM-199 junto los CCOs en la incubadora.

Figura 8. Evaluacion de la maduraciéon de ovocitos en medio TCM (36 horas).
Ovocitos maduros con grado de compactacion 3 (a), Ovocitos con grado de
compactacion 2 (b).
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Figura 9. Colecta de semen mediante Vagina Artificial colocada en maniqui.

‘ m W
i[é
ial

Figura 10. Muestra de semen diluida en Steridyl® y colocada a bafio maria.
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Figura 13. Placa Petri con gotas de medio Fertil TALP para lavado y Paca de 6
pocillos para FIV.
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Figura 14. Clivaje de cigotos: (a) Cigoto con 2 divisiones (b) Cigoto con 4 divisiones,
(c) Cigoto con 8 divisiones, (d) Ovocito no fertilizado, (e) Ovocito degenerado.

Figura 15. Tincidén fluorescente de cigotos con Hoechst 33345. Lado izquierdo:
ovocito poliespérmico con 3 pronudcleos(a), Lado derecho: ovocitos con 2 pronudcleos
(b) y ovocito con 2 descondenzaciones espermaticas(c).
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