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RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de las gonadotropinas en la
maduracién y fertilizacién de ovocitos en alpacas (Vicugna pacos). Se obtuvieron
65 ovarios procedentes de alpacas beneficiadas en el camal Municipal de Ayauviri
y trasladados en PBS + ATB a 37°C. Se aspiraron 590 ovocitos, del total se
seleccionaron 249. Los ovocitos selectos fueron divididos en dos grupos: 125 en
el tratamiento con 1.5 (FSH:LH) y 124 en el tratamiento con 2:10 (FSH:LH),
ambos grupos fueron madurados con medio TCM suplementados con 10% de
Suero Fetal Bovino y sometidos a 38.5°C, 5% de CO2 y 100% de humedad por
36 horas. Obteniéndose una maduracion para el primer grupo de 71.2% (89/125)
y en el segundo grupo el 74% (92/124). Por otra parte en la fertilizacion en vitro
se trabajé con espermatozoides del conducto deferente en una concentracion de
2x10%esp./mL y capacitados en 2 uL de heparina (1 mg/mL) y 2 mL de PHE/2
mM de penicilamina, 1mM hipotaurina y 250 mM de epinefrina; obteniéndose,
60.7% de fertilizacion para los ovocitos madurados con 1:5 (FSH:LH) y 64.1% en
los ovocitos madurados con 2:10 (FSH:LH). Los resultados fueron sometidos a
la prueba de Ji-Cuadrado, observandose que no hay diferencia significativa a
una (p>0.05). Los resultados sugieren que la elevada maduracion y fertilizacion
in vitro en ovocitos de alpaca demuestran que el medio, suplementos y las
condiciones de cultivo utilizados en el presente estudio, son aptos y proveen las

condiciones necesarias para los distintos procesos fisiologicos requeridos.

PALABRAS CLAVE: Alpacas, fertilizacion, gonadotropinas, maduracion,

ovocitos.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the effect of gonadotropins on the
maturation and fertilization of oocytes in alpacas (Vicugna pacos). A total of 65
ovaries were obtained from alpacas benefited in the municipal campa of Ayaviri
and transferred in PBS + ATB at 37 ° C. 590 oocytes were aspirated, 249 were
selected from the total. Selected oocytes were divided into two groups: 125 in the
treatment with 1: 5 (FSH: LH) and 124 in the treatment with 2:10 (FSH: LH), both
groups Were matured with TCM medium supplemented with 10% Fetal Bovine
Serum and subjected to 38.5 ° C, 5% CO2 and 100% Humidity for 36 hours. A
maturation was obtained for the first group of 71.2% (89/125) and in the second
group 74% (92/124). On the other hand, in vitro fertilization, spermatozoa of the
vas deferens were used in a concentration of 2x108 sp./mL and trained in 2 uL of
heparin ( 1mg / mL) and 2 mL of PHE / 2 mM of penicillamine, 1 mM hypotaurine
and 250 mM epinephrine ; (FSH: LH) and 64.1% in oocytes matured with 2:10
(FSH: LH). The results were submitted to the Chi-Square test, observing that
there was no significant difference to one (p> 0.05). The results suggest that the
high in vitro maturation and fertilization in alpaca oocytes demonstrate that the
medium, supplements and cultivation conditions used in the present study are
apt and provide the necessary conditions for the different physiological processes
required.

KEYWORDS: Alpacas, fertilization, gonadotropins, maturation, oocytes.
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I. INTRODUCCION

La poblacion de alpacas en el Peru es de 3'685,500; de los cuales, una mayor
proporcion es para la raza Huacaya con 78.9% seguida por la raza Suri con
12.00% (INEI, 2012). Constituyen un importante componente de la actividad
socioecondmica de un gran sector de la poblacién andina de Peru; siendo la
produccion de fibra una de las principales fuentes de ingreso econémico en estas
poblaciones. Las deficiencias en los esquemas de manejo reproductivo han

contribuido a un deterioro de la calidad de los animales (Huanca, 2012).

El desarrollo de tecnologias reproductivas como la Inseminacién Artificial,
Transferencia de embriones y Fecundacion in vitro, se presentan como
importantes alternativas para contribuir a mejorar la calidad genética en un
menor tiempo. La técnica de fertilizacion in vitro (FIV) es una de las tecnologias
de mayor desarrollo en los ultimos afos (Huanca, 2012) e involucra el control de
los mecanismos de maduracion e interaccion de los gametos femenino y
masculino en un ambiente artificial (Filipiak y Larocca, 2010). La utilizacién de la
fecundacion in vitro en camélidos sudamericanos podria ser una alternativa para
el mejoramiento genético de camélidos domésticos y para la preservacion de los
camélidos silvestres (Ruiz, 2011); sin embargo, existen pocos reportes de FIV
en estas especies: 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), Huanca et al.
(2009), Huanca et al. (2010), Huaman et al. (2011) y Berland et al. (2011). y hasta
la fecha no se han logrado prefieces con la aplicacion de esta técnica (Ruiz y

Landeo, 2014).
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A lo largo de los afios, se han estudiado los factores que favorecen el proceso
de la maduracién in vitro (Fukui et al, 1982); asi mismo, se observa en las
publicaciones que hasta cierto punto se tiene estandarizado los tiempos de
maduracion y fertilizacidn, tal como se observa en los trabajos realizador por
Ayuque et al (2014) en llamas y Arriaga et al (2014), Huanca et al (2014), en
alpacas; observandose, que la variacion de los resultados se deberia en parte a
los medios de cultivo; ademas, se tiene conocimiento que en los medios de
maduracion son suplementados con hormonas gonadotropicas (FSH y LH)
(Fukui et al, 1982), las cuales provocan un aumento significativo en la cantidad
de AMPc en las células de la granulosa e inducen la maduracion ovocitaria, de
igual manera la LH mejora las condiciones, modificando el ambiente nutricional
ya que aumenta la energia disponible para el ovocito; estas cualidades de las
hormonas a futuro podrian traer mejores beneficios en la maduracion y por ende

en la fertilizacion de los ovocitos.

Por lo mencionado anteriormente, el trabajo de investigacion tuvo por objetivos
especificos: determinar el porcentaje de maduracion ovocitaria utilizando
diferentes proporciones de gonadotropinas 1:5 U.l. (FSH:LH) y 2:10 UL.L
(FSH:LH) asociado al medio convencional de maduracién (TCM) y determinar el
porcentaje de Fertilizacion utilizando espermatozoides procedentes del conducto

deferente.
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ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Maduracion del ovocito:
2.1.1. Ovogénesis
La ovogénesis abarca procesos de diferenciacion, crecimiento y
maduracion del gameto, durante el cual se prepara el ovocito para la
fertilizacion y subsecuentemente desarrollo embrionario (Gilbert,
2005). La ovogénesis involucra tres fases: una fase proliferativa en
gue las ovogonias se dividen activamente, una fase meidtica que
permite la formacion de los ovocitos primarios y una tercera fase de
intensa degeneracion de las células germinales primordiales. Los
ovocitos que sobreviven a esta fase degenerativa son detenidos en el
estado de diploteno de la primera division meidtica y estan rodeados
por una simple capa de células de la granulosa, esta estructura recibe

el nombre de foliculo primordial (Pefia et al., 2007).

2.1.1.1. Ovogonia.

En el inicio del desarrollo embrionario aparecen las células germinales
primordiales. Estas células migran hacia las gonadas y se convierten
en ovogonias. Las ovogonias experimentan sucesivas mitosis y luego
dan lugar a la primera divisidbn meidtica que es detenida en el estadio
de profase (profase 1); de este modo las ovogonias se diferencian a

ovocito primario (Gilbert, 2005).
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2.1.1.2. Ovocito primario
Estos se encuentran rodeados por una capa de células foliculares

planas que provienen de la superficie del ovario (Gilbert, 2005).

2.1.1.3. Ovocito secundario
Este continua creciendo y aparecen espacios entre las células de la

granulosa que van a ser ocupadas por liquido folicular (Palma, 2001).

2.1.1.4. Atresia folicular:

La atresia folicular es el proceso a través del cual degeneran los
foliculos que no fueron seleccionados por ovular (Hirshfield, 1991), y
ocurre a través de muerte celular por apoptosis (Tilly, 1996). Los
foliculos pueden volverse atrésicos en cualquier estadio del
desarrollo, aunque en la mayoria de los mamiferos la mayor
eliminacion ocurre entre los estadios preovulatorios (Fortune, 1994).
Este es el momento cuando el crecimiento continuo es dependiente
de gonadotrofinas y se ha demostrado, tanto in vivo como in vitro, que
la exposicion de FSH es necesaria para evitar la atresia (Tilly et al,

1995; Chun et al, 1994).

Los primeros signos de atresia folicular se manifiestan en las células
de la granulosa, las cuales pierden la actividad aromatasa (Gordon y
Lu, 1990), mientras que el ovocito es afectado mas tardiamente (Kruip
et al., 1982). En foliculos de mas de 3 mm de diametro, el ovocito

puede mantener la capacidad de desarrollo aunque la atresia folicular
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haya comenzado (Hazeleger et al., 1995); mas aun, ha sido propuesto
qgue el estadio inicial de la atresia folicular seria un microambiente
favorable para que el Complejo cumulus-ovocito (COC) adquiera la
capacidad de desarrollo (Hagemann et al., 1999) ya que las
condiciones serian similares a las encontradas en el foliculo justo
antes de la ovulacién (Espey, 1994). Curiosamente, los COC
consignos de atresia sufren una reorganizacion de las organelas y
cambios nucleares similares a los observados durante la maduracion

final en los foliculos dominantes (Assey et al, 1994).

2.1.2. Fertilizaciéon
La fecundacion se considera el proceso mediante el cual los gametos
interaccionan, se unen y tras la activacion oocitaria dan origen a un

zigoto (Wassarman et al., 2000).

2.1.3. Dinamica folicular en camélidos
En los camélidos sudamericanos el desarrollo folicular se da en tres
fases o estadios descritos como crecimiento, maduracion y regresion
(Novoa, 1991). En el desarrollo estatico o de maduracion el foliculo
dominante inhibe el desarrollo de los foliculos mas pequefios (Bravo,
1990), reportandose una relacion inversa entre el diametro del foliculo
dominante y el nimero de foliculos pequefios (Adams et al., 1990). El
desarrollo de la onda folicular en alpacas se da de manera alterna en
ambos ovarios, esto se comprueba con la presencia de foliculo

dominante en ambos ovarios en un 85% de casos (Fernandez-Baca,
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1993), en donde uno de los ovarios presenta foliculos de tamafio
ovulatorio mientras que en el otro van creciendo otros foliculos que
rapidamente adquiriran el tamafio ovulatorio cuando en el anterior se
vuelven atrésicos (Fernandez-Baca, 1993), explicandose los largos
periodos de aceptacion de la hembra frente al macho. La receptividad
se observa cuando el foliculo tiene diametros = 6 mm (Bravo y Sumatr,
1989). Pero otros indican no siempre se produce alternancia entre

ambos ovarios de una oleada a otra (Vaughan et al., 2004).

2.1.4. Endocrinologia del desarrollo folicular:
Varios factores endocrinos también estan involucrados en el proceso
de crecimiento folicular ovarico y maduraciéon ovocitaria, las
principales son las gonadotropinas como, la FSH y LH. La hormona
LH produce proteinas responsables en la produccién de andrégenos
en las células de la teca y la diferenciacion final de las células de la
granulosa (CG). Ademas de estas funciones, el pico LH que ocurre
durante la ovulacion produce la reanudacion de las meiosis,
luteinizacion de las CG, la expansion de las células del cumulus (CC)
y la ruptura de la pared folicular. La funcién de la hormona FSH es
esencial para la esteroidogénesis, estimula la actividad enzimatica
aromatasa para la diferenciacion de (CG) induciendo la expresion de
receptores de LH, y regula la interaccién trans-zonal entre CG vy el
ovocito. La presencia de gonadotropinas produce la expresiéon o
inhibicion de proteinas que inducen apoptosis por accion de las CG

(Demeestere et al., 2005). Por otra parte, La maduracion nuclear
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ocurre en los foliculos preovulatorios después del pico de la hormona
luteinizante (LH). La presencia de células somaticas en la pared
folicular es necesaria para la comunicacion con el ovocito y para la

respuesta a las gonadotropinas (Febres y Teran, 2008).

La LH produce cambios en la sefializacion molecular que ocurre
dentro del ovocito y que promueve la reanudacién de la meiosis. Este
proceso se puede lograr por la eliminacion de las sustancias que
detienen la maduracion o puede proveer al ovocito de sustancias que
promuevan la maduracion; ademas, en el ovocito y las células
foliculares, se encuentran comunicadas por una red de uniones tipo
gap junctions que permiten la transferencia de pequefias moléculas
como nutrientes y moléculas mensajeras en ambas direcciones entre
las células somaticas y el ovocito. Esta comunicacion se encuentra
implicada en el control de la detencion meiotica y la maduracion del
ovocito. Durante la ovulacion inducida por el pico LH el nimero de gap
junctions disminuye, al mismo tiempo que ocurre la reanudacion
meiotica. Por otra parte la LH y la hormona foliculo estimulante (FSH)
activan los receptores de membrana que producen AMPc a través de
la adenilil ciclasa (Luciano et al., 2004); por otra parte, las moléculas
de AMPc son reguladores clave en la reanudacion de la meiosis, estas
tienen efecto inhibitorios y estimulatorios, ya que un aumento de los
niveles de AMPc foliculares inducidos por LH produce la maduracién
meidtica, mientras que un aumento en los niveles de AMPc del ovocito

mantiene la detencién meiotica (Vanhoutte, 2009).
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2.2. Maduracion in vitro
La maduracion in vitro de ovocitos, es una técnica que se ha venido
utilizando en los ultimos afios, con el objetivo principal de obtener ovocitos
aptos para la posterior fecundacion (Herrera y Jara, 2009). El proceso de
maduracion del ovocito se suele dividir en maduracion nuclear y
citoplasmatica. El ovocito maduro a nivel nuclear puede ser claramente
identificado como aquél que reanuda la meiosis y alcanza el estadio de MlI;
mientras que la maduracion citoplasmatica, término que abarca una serie
de acontecimientos no directamente relacionados con la progresion de la
meiosis pero que van a preparar al ovocito para la fecundacion (Abeydeera,
2002). En el proceso de maduracion in vivo de los ovocitos, intervienen la
hormona foliculo estimulante (FSH) en el crecimiento folicular, la hormona
luteinizante (LH), que induce la maduracion final y la ovulacion del ovocito
seleccionado. Varios autores han indicado que para que el proceso de
maduracion se lleve a cabo debe existir un balance hormonal en el foliculo
(particularmente de los esteroides). En un sistema in vitro, este balance
natural es imitado agregando las hormonas FSH, LH y estradiol 17s al
medio de maduracion (TCM-199). En algunos laboratorios la adicion directa
de estas hormonas ha sido substituida agregando suero de vacas en celo
(SVC) v licor folicular bovino (LFb). Estos componentes biologicos son
suficientes para producir maduracién (nuclear y citoplasmatica), expansion
de las células del cumulus y futuro desarrollo del cigoto (Filipiak et al.,

2010).
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- La hormona foliculo estimulante (FSH): Ha demostrado inducir la
maduracién en ovocitos de rata (Tsafriri y Channing, 1978), coneja
(Thibault y Gerard, 1973) y vaca (Suss et al., 1988).

- Lahormonaluteinizante (LH): Ha demostrado tener efectos positivos en
los sistemas de maduracion in-vitro, porque mejora la maduracion
citoplasmatica del ovocito en el medio de cultivo in-vitro, provoca una
mayor oxidacién mitocondrial de la glucosa, en los ovocitos bovinos, lo

cual favorece la maduracion de los mismos (Shalgui et al., 1979).

- La combinacion de FSH y LH también puede estimular la
expansion del cumulo celular y la maduracion de ovocitos
bovinos (Suss et al., 1988). Sin embargo, la adicién de una, otra
0 ambas gonadotropinas, a los medios, llevan a cabo un efecto
distinto, dependiendo del estado de maduracion de las células
del cumulo, ya que, segun este estado, las células presentan un
namero mayor o menor de receptores para la LH o para la FSH
y, por lo tanto, responden de distinta manera segun la hormona

que se emplea.

2.2.1. Obtencion y transporte de los ovarios:
Los ovarios que son colectados para este tipo de procedimientos
provienen de animales que han sido sacrificados para abasto publico
(Herrera y Jara, 2009); Se toma de hembras vacias en edad
reproductiva, a dos horas post —beneficio, inmediatamente se

identifican y colocan en una caja térmica (Arriaga et al., 2014) que
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contiene solucion salina 0.9% (NaCL) + antibi6tico antimicoético, a
37°C, y se transportan al laboratorio dentro de las 8 a 10 horas

siguientes (Huanca et al., 2014).

2.2.2. Recuperacion de ovocitos:
Para la obtencion de los ovocitos, se han descrito dos métodos: el
método de aspiracién y el método de corte (Gardon, 1999). EI método
de aspiracion, consiste en la succion de los foliculos situados en la
superficie del ovario por medio de una aguja. El diametro de la aguja
utilizada es considerado importante a efectos de no dafar los ovocitos
recogidos (Fry et al., 1997); en alpacas se utiliza una jeringa de 10 mL
con una agujade 21 G x 1 % pulgadas (Gomez et al 2002); o con una
jeringa de 10 mL esteril y aguja 18G1 Y2 (Huanca et al., 2014) y para
luego ser colocadas en un medio de lavado mientras, El método de
slicing folicular (insicion de la superficie del foliculo del ovario) los
ovarios son fijados a una pieza hemostatica curva para luego, utilizar
un bisturi, seccionar longitudinal y transversalmente todos los foliculos
visibles de 2 a 6 mm (Gomez et al 2002); por otra parte, aunque la
recuperacion de ovocitos por diseccion de los foliculos es mas
laboriosa que por aspiracion, asegura la recuperacion de ovocitos
exclusivamente de foliculos no atrésicos (Ding et al., 1992); Del
mismo modo, es superior la proporcion de ovocitos considerados
como aptos para ser cultivados in vitro, mediante la utilizacién del

método de corte (Hamano et al., 1993).
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2.2.3. Seleccién de los ovocitos:
La seleccion de los ovocitos se realiza generalmente en base a tres
criterios: el diametro de ovocitos, el aspecto de su citoplasma y las
caracteristicas del cumulo que los rodea. El didmetro de los ovocitos
condiciona su capacidad para madurar (Sato y Montoya, 1990).
Estudios han demostrado que la calidad del complejo cimulo ovocito
(CCO) tiene una implicancia directa sobre el potencial de maduracion
de los ovocitos; ademas la calidad de los ovocitos se estima al evaluar
el nimero de capas de células que lo rodean y la morfologia del
citoplasma (Seneda et al., 2001). La calidad de los ovocitos se estima
regularmente luego de evaluar el nUmero de capas de células que lo
rodean y la morfologia del citoplasma (Seneda et al., 2001); ademas,
los ovocitos pueden ser categorizados de acuerdo al nUmero de capas
de células del cumulus y la apariencia del citoplasma. De estas
categorias en general se considera que solamente los ovocitos de
categorias | y Il poseen un elevado potencial para desarrollarse a
embriones por fertilizacion in vitro en comparacion a las categorias Il

y IV (Lonergan et al., 1991).

En un estudio realizado por Huanca et al., (2007) empleo la siguiente
clasificacion de Sanchez et al., (2003).
- Ovocitos categoria | (excelentes) presentan citoplasma oscuro

uniforme combinado con 5 0 mas capas compactas del cumulus.
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- Ovocitos categoria Il (buenos) presentan citoplasma oscuro uniforme
conjuntamente con una corona radiada completa pero menos de 5
capas del cumulus.

- Ovocitos categoria Il (regulares) presentan una pérdida de la
uniformidad del citoplasma, la corona radiada se presenta incompleta
y las capas del cumulus presentes son menos compactas.

- Ovocitos categoria IV (malos) presentan citoplasma no homogéneo o
francamente fragmentado y las células de la corona y del cumulus se

encuentran disgregadas o ausentes en su totalidad.

En camélidos se consideraron como aptos cuando tienen 2 o mas
capas de células de la granulosa rodeando al ovocito y con un
citoplasma de color homogéneo, siendo descartados los ovocitos con
cumulo expandido, parcial o totalmente desprovistos de células de la
granulosa (Ratto et al., 2005). Los ovocitos de la categoria | y Il se

considera aptos para la maduracion (Huanca et al., 2007).

2.2.4. Medios de maduracion:
Para la maduracion in vitro de los ovocitos se utilizan diferentes
medios de cultivo (Ham's F-10 y Ham’s F-12, Krebs Ringer
Bicarbonato modificado, TCM-199, MEM, Tyrodes y Waymouth
MB752/1); todos ellos, presentan en su composicion una mezcla de
sales inorganicas, vitaminas, aminoacidos, glucosa, piruvato de sodio,
hipoxantina, timidina y rojo fenol como indicador, en dichos medios,

los componentes varian en diferentes proporciones de sus
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componentes; a pesar de la amplia variedad de ellos descrita, el mas

utilizado es el TCM- 199 (Gliedt et al., 1996 a y b).

En un estudio realizado por Rose y Bavister, (1992) en el que
comparan diferentes medios de cultivo, obtuvo como resultado que el
TCM-199 o MEM permiten obtener un mayor grado de fertilizacién, en
comparacién con otros; Ademas, segun el trabajo de revision
realizado por Brackett et al., (1993) esta claramente establecido, que
el medio de cultivo empleado para la maduracion in vitro de los
ovocitos influye significativamente en las tasas de fertilizacion in vitro.
En trabajos realizados por Ayuque et al., (2014) en llamas y Arriaga
et al., (2014); Huanca et al., (2014) en alpacas utilizaron como medio

de cultivo el TCM-199.

2.2.5. Suplementacion de los medios de maduracion:
El medio de maduracién de los ovocitos, es suplementado con suero
fetal bovino (SFB), suero de vaca en celo (SVC) o albumina sérica
bovina (BSA). Estos elementos, favorecen la expansion de las células
del cumulus y la produccion de diversos factores que promueven el
reinicio de la meiosis granulosa (Lee et al., 1996). Otros suplementos
utilizados en diferentes concentraciones, son las hormonas FSH y LH;
ellas, desempefian un papel importante en el proceso de maduraciéon
in vivo y son utilizadas para la maduracion in vitro (First et al., 1987).
Las gonadotrofinas provocan un aumento significativo en la cantidad

de AMPc en las células de la granulosa e inducen la maduracion
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ovocitaria. La LH mejora las condiciones de maduracién in vitro,
modificando el ambiente nutricional ya que aumenta la energia
disponible para el ovocito; adicionalmente impide los efectos
inhibitorios que actian sobre el gameto, logrando de ese modo la
ruptura de la vesicula germinal. Por otro lado, la FSH induce la
expansion de las células de camulo (De los Reyes, 1994). En el
estudio realizado por Stubbings et al., (1988) se determina la
importancia de la adicion al medio de cultivo (TCM-199) de diferentes
concentraciones de hormonas FSH, LH, estrégenos y suplementos
como SFB e insulina. Los resultados obtenidos, demuestran que la
adicion de estrogenos favorece las tasas de maduracion in vitro en
comparacion al aporte de FSH, LH o insulina; Sin embargo, la adicion
de FSH y LH favorecen las tasas de fertilizacion in vitro (Zuelke et al.,
1992; Saeki et al., 1994). Uno de los mecanismos por los cuales la
adicion de la hormona LH a los medios de cultivo, favorece la tasa de
ovocitos madurados in vitro, es el incremento de la energia disponible

para el ovocito en el medio ambiente de cultivo (Brackett et al., 1993).

2.3. Fertilizacion in vitro:
La fecundacion se considera el proceso mediante el cual los gametos
interaccionan, se unen y tras la activacion oocitaria dan origen a un zigoto
(Wassarman et al., 2000); la fecundacion in vitro se ha definido como la
penetracién de espermatozoides con capacidad de fecundar en oocitos
maduros fuera del genital femenino (Lopera, 2009). En la fecundacién in

vitro se busca imitar mediante técnicas y protocolos las condiciones y los
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eventos que suceden fisiologicamente en la region ampular del oviducto,

especificamente la interaccién entre gametos y la formacion de pronucleos

y singamia (Greve et al., 1991).

2.3.1. Preparacion del semen.
A. Coleccion esperméatica de los conductos deferentes:
En alpacas, con el fin de colectar espermatozoides libres de la
secrecion de las glandulas anexas, se desarrolld la técnica de
desviacion de los conductos deferentes; en el cual se intenta colectar
espermatozoides directamente de su reservorio, la cola del epididimo,
sin que estos tengan contacto con las secreciones de las glandulas
anexas, desviando quirdrgicamente los conductos deferentes hacia la
region ventral del animal o la cara interna del muslo, formando una
fistula permanente en la piel desde donde se puedan colectar
continuamente sin la necesidad de tener hembra receptiva ni someter
a los espermatozoides a la accion de enzimas proteoliticas que
intenten licuefactar el coagulo del eyaculado para un mejor manejo

espermatico (Quintano, 2002; Pérez et al. 2006).

Pérez et al. (2006) demostraron que es posible recuperar
repetidamente espermatozoides de los conductos deferentes
desviados quirargicamente de alpacas y llamas macho y también
facilito la evaluacion del volumen, concentracion, motilidad,
anormalidades; por otra parte, Pérez (2014), menciona que los
espermatozoides pueden ser recuperados repetidamente de los

conductos deferentes desviados quirargicamente, obteniendo buena
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calidad y cantidad de espermatozoides, que pueden ser utilizados en

técnicas reproductivas modernas.

Lavado y separacion de espermatozoides motiles y no motiles:

Al menos cinco metodologias han sido descritas para la separacion
de los componentes del diluyente seminal de las células esperméticas
y su seleccién, estas son: lavado por centrifugacion, swam-up,
gradiente de percoll, filtracion en columna con lana de vidrio y

migracion-sedimentacion. (Avery et al., 1995; Rispatron et al., 1996).

Capacitacion de los espermatozoides:

El espermatozoide requiere de un periodo entre 2 y 7 h segun la
especie dentro del tracto reproductor de la hembra antes de poder
fertilizar (Fukui et al., 1990). Durante este tiempo ocurre una serie de
cambios funcionales, los cuales se conocen como “capacitacion”. Este
es un proceso termo dependiente y solo ocurre entre 37 y 39° (Griffin
et al., 1992). En mamiferos, suceden dos eventos de suma
importancia durante la capacitacion: 1) la remocién del plasma
epididimal y seminal del espermatozoide, seguida por una alteraciéon
de la glicoproteina de la membrana plasmatica; esto puede ser en el
Gtero, oviducto, o in vitro por contacto con las CCO, lo que incrementa
la velocidad flagelar y acelera el movimiento del espermatozoide y 2)
el espermatozoide se pone en contacto intimo con las CCO por 2-3 h,
tiempo en el cual estas células alteran los componentes de la

superficie espermatica por medio de las glicosidasas (Dale y Elder,
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1997). Durante la capacitacion ocurren eventos intracelulares, dentro
de los cuales se incluye el cambio en la concentracién y metabolismo
del calcio y/o AMPc. La reaccion acrosomica parece ser mas
completa; pero también involucra el calcio, asi como la fragmentacion
y pérdida del acrosoma con la liberacién de varias enzimas hidroliricas

y proteasas (Glied et al., 1996).

2.3.2. Medio de fertilizacion.
La fertilizacion generalmente se realiza en microgotas de HEPES, a
un pH de 7.8; también se utiliza PHE (Penicilamina, hipotaurina y
epinefrina) como estimulante de la motilidad espermatica (Gordon y

Lu, 1990).

2.3.3. Relacion ovocitos/espermatozoides en el cocultivo.
La relacién ovocito/espermatozoide es importante en la fertilizacion in
vitro. De este modo, ha podido establecer que si el nUmero de células
espermaticas es demasiado baja en relacion con el numero de
ovocitos, obtendremos pobres resultados de fertilizacion; si por el
contrario, el nimero de células espermaticas es demasiado alto se

producen fendmenos de poliespermia (Saeki et al., 1995).

Independientemente del medio de fertilizacion utilizado, la mayor
parte de los protocolos de fertilizacion in vitro, utilizan entre 0.5y 1.5
X 108 células espermaticas/ml y el cocultivo con los ovocitos

madurados in vitro, se lleva a cabo en microgotas de 50 ml, que

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
: Altiplano

contienen entre 5 y 40 ovocitos (Ling y Lu, 1990; Saeki et al., 1995).
Referente al nUmero de ovocitos, Ling y Lu, (1990) emplean hasta 50
ovocito por cada microgota de 50 ml de inseminacion. Sin embargo,
la proporcion de blastocistos obtenidos disminuye si la concentracion
espermatica es superior a 1.6 x 10° células /ml. En un estudio
realizado por Ayuque et al (2014), utilizaron 3x10%esp vivos / ml

(Concentracion final en la gota).

2.4. Antecedentes de maduracién y fertilizacion in vitro en camelidos
sudamericanos.
Ruiz y Landeo, (2014) hace mencién que: El primer logro significativo fue
de la maduracion in vitro (MIV) de complejos ovocito — cumulo (COCs) de
llama logrado por Del Campo et al. (1992), quienes utilizaron un tiempo de
36 horas en una atmoésfera de 5% de CO2 y obtuvieron 62% de ovocitos
gue alcanzaron el estado de metafase Il. Sin embargo, en otro experimento
Del Campo et al. (1994) obtuvieron 30% de ovocitos en metafase Il luego
de 30 horas de MIV. En ambos experimentos se utilizaron distintos
protocolos de recuperacion de COCs lo que explicaria los diferentes
resultados. En el primer caso se aspiraron los foliculos ovaricos con ayuda
de una jeringa mientras que en el segundo los ovarios fueron recuperados
con ayuda de una hoja de afeitar recuperando una poblacion muy
heterogénea de ovocitos desde foliculos preantrales y antrales en todos los
estados de desarrollo (Hyttel et al. 1997).
La primera especie con la que se trabajé en MIV y FIV fue la llama (Del

Campo et al. 1992, Del Campo et al. 1994, Ratto et al. 1999, Ratto et al.
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2005, Conde et al. 2006, Conde et al. 2008); estableciéndose como 28
horas el tiempo Optimo de maduracion in vitro (Ratto et al. 2005). Sin
embargo, también se ha logrado madurar in vitro con éxito COCs de vicufa

y alpaca.

Huanca et al. (2009) recomiendan 38 horas o mas para la MIV de COCs de
alpaca, debido a que encontraron 18.9%, 42.9% y 65.8% de COCs en
Metafase Il para 30, 34 y 38 horas de maduracién respectivamente y tasas
de segmentacion de 9.5%, 7.7% y 15.4% para 30, 34 y 38 horas de
maduracién respectivamente, no reportan el logro de blastocistos. Por otro
lado Santayana (2012) encontrd que el mayor porcentaje de maduracion
nuclear (ovocitos en MIl) fue alcanzado a las 32 h de cultivo in vitro con un
65.1%, seguido por el de 28 h con un 50.3% y finalmente el de 24 h con un
46.3%. En cuanto al desarrollo embrionario, observo que los porcentajes
de segmentacion y blastocistos aumentaron gradualmente hacia el mayor
tiempo de maduracién, siendo el de 32 h el tiempo con el mayor indice de
desarrollo alcanzado, con un 60.2% y 17.0% en comparacion con 47.5% y
14.2% para 28 h'y 41.6% y 11.0% para 24 h, para los estadios de
segmentacion y blastocito respectivamente, resultados que no son
contrarios a lo indicado por Huanca et al. (2009). Por otro lado Gamarra et
al. (2008) utilizaron 30 horas para la MIV de COCs de alpaca y obtuvieron
27.1% de segmentacion y 8% de blastocitos utilizando espermatozoides

epididimarios congelados.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO [1:3# Nacional del
Altiplano

Para FIV en llamas, Del Campo et al. (1994) separaron epididimos de
testiculos y obtuvieron espermatozoides de llama por centrifugacion en
gradiente de Percoll, los cuales fueron utilizados para fecundar ovocitos
madurados in vitro logrando por primera vez el desarrollo de embriones
producidos por FIV. En este trabajo recolectaron 1324 COCs de 98 ovarios
de llamas beneficiadas, permitiéndoles disponer de gran cantidad de
ovocitos para realizar diferentes tratamientos para la FIV, fijar ovocitos para
evaluar el estado de maduracién nuclear y describir el desarrollo
embrionario producido después de la FIV. 234 ovocitos inseminados fueron
co-cultivados con células epiteliales de oviducto de llama (LLOEC)
previamente preparadas, 32% dividieron (embriones de 2 células) a las 48
horas de evaluaciény alos 9 dias de evaluacion 15.8% detuvo su desarrollo
entre 2-16 células, 5.6% desarrollaron hasta morula, 6.0% entre blastocitos

tempranos y expandidos y 4.7% de blastocitos eclosionados.

Ruiz y Correa (2007) maduraron ovocitos de alpaca y llama durante 27 y
30 horas, respectivamente en TCM-199 suplementado con piruvato de Na
(0,2 mM), sulfato de gentamicina (50 pg/mL), FSH (0,02 unidades/ml),
estradiol (17-B 1ug/mL) y suero fetal bovino al 10%, obtuvieron 75% y 100%
de ovocitos en Metafase Il de llama y alpaca. Sansinema et al. (2007) utilizé
un medio para la MIV consistente de TCM-199, 5 pg/mL de FSH, 10 pg/mL
de LH, 10 ng/mL de EGF, 10 ng/mL de IGF-1 y 1ug/ml de estradiol 17b y
10% de suero fetal bovino, obtuvo un 74% de ovocitos en Metafase Il luego

de 30 horas de maduracion in vitro.
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En un trabajo de investigacion realizado en llamas por Ayuque et al (2014),
utilizé para la maduracioén in vitro el medio TCM-199 suplementado con
suero fetal bovino al 10% y 0.02 unidades/mL de FSH; obtuvo: 71% a la
maduracion in vitro en un tiempo de 36h; para la fertilizacion, recuperaron
espermatozoides epididimarios de testiculos de provenientes del camal,
obteniendo una fertilizacion de 51.51% en segmentacion y 11.76% de
blastocisto. Por otra parte, en trabajo mencionado por el mencionado autor,
cita a Ratto et al (2005) quien trabajo en llamas y encontr6 80.4% (36h) en

la maduracion.

Arriaga et al (2014) para la maduracion in vitro de ovocitos de alpaca, utilizo
el medio de maduraciéon TCM-199 y suplementado con FSH a 16h y una
temperatura de 12-15°C y 22-25°C; obtuvo, 12.2% (6/49) en (12-15°C) y
32.69%(17/52) en (22-25°C); ademas, para el ensayo de la fertilizacion,
obtuvo espermatozoides de la cola de epididimo, provenientes de testiculos
de camal, obteniendo 14% (21/148) en (12-15°C) y 20.60% (41/190) en (22-

25°C) de ovocitos fertilizados.

Huanca et al (2014) trabajo con TCM-199 suplementado con suero fetal
bovino al 10% y FSH al 0.5ug/ml en la maduracién de ovocitos de alpacas;
obteniendo, 98%(136/138) en 34h y 95% (119/125) en 38h; ademas a la
fertilizacion tuvo como resultados de 8.2% (10/122) y 15.8% (22/139),
utiizando espermatozoides provenientes de epididimos de machos
beneficiados en el camal; por otra parte, Huanca et al (2009) obtuvo en la

maduracién 42.9% (34h) y 65.8% (38h), para la fertilizaciéon 7.7% y 15.4%.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de estudio
El estudio se realizé en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
del Altiplano de Puno, situado en el Distrito, Provincia, y Region de Puno —
Pert a 3,824 m.s.n.m. con 15°4920.4" Sury 70°01‘07.3" Oeste. (SENAMHI,

2012).

3.2. Material de estudio
Para el estudio se aspiraron 590 foliculos de ovarios de alpacas
beneficiadas en el camal de Ayaviri provincia de Melgar del departamento
de Puno, del total seleccionandose 249 ovocitos (categoria I) para la

maduracion in vitro.

Tabla 1: Distribucion de los ovocitos en los tratamientos

TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 2
N° DE OVOCITOS
TOTAL 1Ul de eCG+5 Ul de 2Ul de eCG+10 Ul de
hCG/mL hCG/MI
249 125 124

Autor: Elaboracion propia.

3.3. Metodologia:
A. Obtencién de los ovarios
Los ovarios se obtuvieron de alpacas beneficiadas en el Camal de la

Municipalidad de Ayaviri, una vez colectadas fueron inmersas en el
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medio de transporte Solucion Fisioldgica mas antibiético (100 Ul de
Penicilina 'y 1 mg Estreptomicina / mL) dentro de bolsas de polietileno
los cuales se introdujeron en bafio maria (termo de 2L) a una

temperatura de 35 — 37 °C.

. Aspiracion de los ovocitos

Una vez en el Laboratorio, los ovarios fueron lavados tres veces con
Solucion Fisiolégica separando restos de tejidos, realizandose un
estricto control de la temperatura durante todo el proceso (37°C).

La obtencion de ovocitos se realiz6 mediante la técnica de aspiracion
de los foliculos mayores de 2 mm con ayuda de una jeringa de 5 mL
y una aguja 21 G x 1 % a una presion de 15 — 20 mL por minuto.

El liquido folicular aspirado fue depositado en tubos de ensayo de 15

mL de capacidad que estuvieron sumergidos en bafio maria (37°C.)

Seleccién de los ovocitos

La localizacién de los ovocitos fue con ayuda de un microscopio
estereoscopico a 20X.

El recojo de los ovocitos se realiz6é con un Tip de 10uL adosada a una
jeringa de 1mL.

Los ovocitos seleccionados se introdujeron a otra placa contenia 3 mL
de medio (PBS + 1% de suero fetal).

Se seleccionaron los ovocitos de categoria | y Il tomando los

siguientes criterios:
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- Todos los ovocitos considerados aptos para la maduracion in

vitro deberan poseer un citoplasma granulado, uniforme, el cual
debe llenar completamente el espacio delimitado por la zona
peldcida.

Las células del cumulus oophorus que rodea al ovocito debe
presentarse en capas celulares uniformes y compactas, no
deben estar expandidas ni dispersas, tampoco pueden presentar
aglutinaciones celulares, deben permitir la distincion del ovocito

y la zona pelucida.

D. La coleccion de los espermatozoides:

La coleccion de espermatozoides se realizO de los conductos

deferentes de 2 machos, con ayuda de un tips de micropipeta adosado

a una jeringa. Las microgotas de controla a 1mL de sperm-talp (37°)

y se transporta al lavatorio.

1. Eltubo de ensayo con los espermatozoides que se colecto
homogenizado con el sperm-talp se realizé el “swim” up dentro
de bafio maria a 38.6 °C por 25 minutos, el tubo se sellé con
unatapa de goma al cual se le adiciono 0.6 ml de COzcon ayuda
de una jeringa de tuberculina.

2. Del sobrenadante se aspir6 aproximadamente 700 uL de
muestra.

3. En otro tubo de ensayo estos 700 uL se centrifugo a 1600

rpm/10min.
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4. EIl sobrenadante se eliminé y al pelt espermatico se le
adicion6 700uL de fertalp, se coloco al bafio maria a una T° de

38.5 °C hasta su uso en la fertilizacion.

E. Maduracion de los ovocitos
- Los ovocitos seleccionados fueron distribuidos en numero de 15
ovocitos por microgotas de 50 uL de medio de maduracion.
- El medio de maduracién estuvo constituido por. TCM-199 +

bicarbonato + piruvato + 10% de SFB (FSH: LH) (anexo 7).

a. Paraeltratamiento 1 al medio de maduracion se suplemento
1UI de eCG+5 Ul de hCG/mL.

b. En el tratamiento 2 al medio de maduracién se suplemento
2Ul de eCG+10 Ul de hCG/mL.

c. El'medio de maduracion se prepar6 colocando 50 uL en una

placa petri de 10 x 35 mm cubiertas con aceite mineral.

- La placa petri y el medio de maduracion se colocaron dentro de la
incubadora de COz2 por 2 h. antes, con la finalidad de equilibrarlo.

- Seguidamente se introdujeron en el medio de maduracién los ovocitos
seleccionados en las placas petri a una temperatura de 38.5°C, 5%

de CO2y 100% de humedad, durante un periodo de 36 h.
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F. Evaluacién de la maduracion de los ovocitos
Finalizado el periodo de maduracion, los ovocitos madurados, se
colocaron en gotas bajo la lupa del microscopio estereoscopico a 50x
y se evalud la maduracion tomando en cuenta los siguientes criterios;
1. Proporcién de expansion de las células del camulus
2. Grado de elasticidad.
3. Presencia de corpusculo polar (previamente desnudado el ovocito

maduro).

4. Presencia de espacio peri-vitelino.

G. Fertilizacion in vitro:

- Se prepararon 50 uL de medio de fertilizacion fet talp (anexo 8) dentro
de una placa Petri de 10 x 35 mm cubierto por aceite mineral y se
colocO dentro de la incubadora para su equilibracion por 2h
aproximadamente.

- La coleccion de espermatozoides se realizO de los conductos
deferentes de dos alpacas machos, con ayuda de un tips de
micropipeta adosado a una jeringa de 1mL-

- Las microgotas de espermatozoides se introdujeron a 1 mL de sperm-
talp (37°C) y se transporto al laboratorio.

- Eltubo de ensayo con los espermatozoides y sperm-talp se realizo el
swim up dentro de bafio maria a 38.5 °C por 25 minutos, el tubo de
ensayo se sellé con una tapa de goma al cual se le adicion6 0.6 ml de

CO2 con ayuda de una jeringa de tuberculina.
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- Del sobrenadante se aspir6 aproximadamente 700 mu de muestra de
espermatozoides.

- En otro tubo estos 700 uL se centrifugé a 1600 rpm por un lapso de
10 minutos.

- El sobrenadante se elimind y a los espermatozoides restantes se le
adicion6 700 uL de Fert Talp se coloc6 en bafio maria a una
temperatura de 38.5°C hasta su uso en la fertilizacion.

- Después de realizado esta accion se adicion6 la concentraciéon de 2 x
108 espermatozoides lavados.

- Los ovocitos maduros se lavaron 2 6 3 veces en gotas de feet-talp y
posteriormente se introdujeron la gota de fertilizacion (placa
equilibrada).

- Ademas se adicion6 (10 ug/mL) y uL de PHE/ 2mM de penicilamina,
1 mM Hipotaurina y 250 mM de epinefrina).

- Cada placa se coloco dentro la incubadora y se dejo reposar por 5
minutos.

- Todo ello se colocé en cada gota de medio de fecundacion con 15
ovocitos, el co-cultivo fue realizado por 18 horas a 38.5°C, 5% de CO2

y bajo condiciones de maxima humedad.

H. Evaluacién de la fertilizacion:
- Alas 18 horas post. Fertilizacion los presuntos cigotos se vorterizaron

en PBS + 10% de SFB a 10 rpm por 5 s.
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- El medio vorterizado se vertié en una placa Petri de 10 x 35 mm y
se lavo adicionando el tubo con PBS con ayuda de una jeringa 21
G x 1 % a una presion de 15 — 20 mL/min.

- Los cigotos encubados fueron evaluados con ayuda de un
microscopio estereoscopico a 200X y tomando en cuenta lo
siguiente: presencia del segundo corpusculo polar, presencia del
espermatozoide dentro del espacio perivitelino, presencia de

pronucleo y presencia de blastomeros.

3.4. Prueba estadistica
Para ver las proporciones de maduracion vy fertilizacién se aplico la

prueba estadistica de Ji-cuadrada

a. Maduracion de ovocitos:
X? = poblacién observable de ovocitos
Oi = ovocitos maduros observados
Ej = ovocitos maduros esperados

b. Fertilizacion de ovocitos:
X? = poblacién de ovocitos fertilizados
Oi = ovocitos fertilizados observados

Ej = ovocitos fertilizados esperados
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto de las gonadotropinas (FSHy LH) sobre la maduracion in vitro
de ovocitos de alpaca.
La tabla 2 muestra los resultados de la maduracion in vitro de ovocitos de
alpaca, donde se observa los siguientes resultados: Con la concentracion
1:5 Ul (FSH:LH) se obtuvo un 71.2% (89/125) de ovocitos, presentando
corpusculo polar (29) y espacio perivitelino (60) los cuales son
considerados como maduros de un total de 89 ovocitos; Asi mismo, con la
concentracién 2:10 Ul (FSH:LH) se tuvo un 74.2% (92/124) de ovaocitos,
presentando 26 corpusculos polares y 66 espacios perivitelinos en los
ovocitos. Los resultados obtenidos fueron sometidos a la prueba de Ji-
cuadrada, observandose que no hay significancia estadistica (p>0.05); sin
embargo se observa que a una mayor concentracion de FSH y LH hay
mayor porcentaje de maduracion.

Tabla 2: Maduracion in vitro de ovocitos de alpaca expuestas a diferentes
concentraciones de FSH y LH.

NO
Tratamiento ) MADURO NO MADURO
ovocitos
1FSH:5LH 125 71.2%  89/125 28.8% 36/125
2FSH:10LH 124 74.2%  92/124 25.8% 32/124
TOTAL 249 72.7%  181/249 27.3% 68/249

Trat.=tratamiento; FSH=Hormona foliculo Estimulante; LH= Hormona luteinizante; N°-O=Numero de

ovocitos; CP=Corpusculo polar; EP=Espacio perivitelino; (p>0.05).

Los resultados mostrados en la tabla 2 del estudio comparados con Huanca

et al. (2014) son inferiores, quien obtuvo una maduracion in vitro de
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ovocitos de alpaca, obteniendo 98% (136/138) en 34 h. y 95% (119/125)
en 38h, donde utilizaron como medio de suplementacion 0.5 ug/mL de FSH
suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB), 0.5 ug/mL de FSH, 10
pg/mL de hCG, 0.2 mM de piruvato de sodio, 50 ug/mL de gentamicinay 1
pug/mL de E2, y cultivados a 39 °C bajo una atmosfera de 5% de CO: y alta
humedad; Ademas Ruiz y Correa (2007) maduraron ovocitos de alpaca y
llama durante 27 y 30 horas, respectivamente en TCM-199 suplementado
con piruvato de Na (0,2 mM), sulfato de gentamicina (50 pg/mL), FSH (0,02
unidades/ml), estradiol (17-8 1ug/mL) y suero fetal bovino al 10%,
obtuvieron 75% y 100% de ovocitos en Metafase Il de llama y alpaca,
respectivamente. Sansinema et al. (2007) utiliz6 un medio para la MIV
consistente de TCM-199, 5 yg/mL de FSH, 10 pyg/mL de LH, 10 ng/mL de
EGF, 10 ng/mL de IGF-1 y 1ug/ml de estradiol 17b y 10% de suero fetal
bovino, obtuvo un 74% de ovocitos en Metafase Il luego de 30 horas de
maduracion in vitro ; asi mismo, los datos encontrados fueron similares a
los obtenidos por Ayuque et al. (2014), obtuvo una maduracion nuclear de
cultivo in vitro entre 36 y 42 horas (70.17+4.21% y 70.53+3.72%),
respectivamente usando un medio de maduraciéon TCM-199 suplementado
con HEPES 25mM, piruvato de sodio 0.2 mM, sulfato de gentamicina 50
ug/mL, FSH 0.02 UlI/mL Estradiol17-B 1 ug/mL y suero fetal bovino al 10%,
e incubados a 38.5°C en una atmosfera de aire estéril con 5% CO2. 5%
H20, 90% N2, por otro lado Miragaya et al (2002) obtuvo un 62% estudio la
maduracién In Vitro de ovocitos, obtenidos por aspiracion quirdrgica a las
22 horas después de la administracién de un analogo de GnRH, en llamas

estimuladas con un progestageno y estimuladas con 500 Ul de eCG.
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Figura 1: Porcentaje de maduracién de ovocitos de alpaca con dos
concentraciones de gonadotropinas 1:5 Ul y 2:10 Ul (FSH: LH)

4.2. Efecto de los espermatozoides procedentes del conducto deferente
sobre la fertilizacién in vitro en ovocitos de alpaca.
La tabla 3 muestra los resultados de la fertilizacién in vitro de ovocitos
madurados in vitro y fertilizados con espermatozoides del conducto
deferente, donde se observa los siguientes resultados: ovocitos madurados
con la concentracion 1:5 Ul (FSH:LH) fueron fertilizados en 60.7% (54/89),
presentando 23 ovocitos el segundo corpusculo polar y 31 ovocitos con
presencia de blastocistos, los cuales son considerados como fertilizados en
un total de 54%. Los ovocitos que fueron madurados con la concentracion
de 2:10 Ul (FSH: LH), se obtuvo un 64.1% (59/92) presentando 26 ovocitos
con segundo corpusculo polar y 33 ovocitos con presencia de blastocistos.
Los resultados obtenidos fueron sometidos a Ji-cuadrada, mostrando no
hay significancia estadistica (p>0.05). Sin embargo, los ovocitos que fueron
madurados in vitro con mayor concentracion de FSH y LH fueron

fertilizados en mayor porcentaje.
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Tabla 3: Porcentaje de fertilizacion de ovocitos madurados con 1:5 Ul
(FSH) y 2:10 Ul (FSH: LH) con espermatozoides procedentes del
conducto deferente (2x'%esp.)

o

Tratamiento N_ Fertilizaron No fertilizaron
ovocitos

1FSH:5LH 89 60.7% 54/89 38.3% 35/89

2FSH:10LH 92 64.1% 59/92 35.9% 33/92

TOTAL 181 62.4% 113/181 37.6% 68/181

Trat.=tratamiento; FSH=Hormona foliculo Estimulante; LH= Hormona luteinizante; N°-O=Numero de

ovocitos; 2° CP=Corpusculo polar; BL=blastocitos; (p>0.05).

Los resultados fueron superiores a lo reportado por Ayuque et al (2014),
quien realiz6 fertilizacion en llamas y obtuvo 51.51% en segmentacion y
11.76% de blastocitos, utilizando espermatozoides de epididimo de
testiculos provenientes del camal; asi mismo, Arriaga et al. (2014) obtuvo
una fertilizacion de 14% (21/148) en (12-15°C) y 20.60% (41/190) en (22-
25°C) de ovocitos de alpaca, trabajando con espermatozoides provenientes
de la cola del epididimo, de testiculos obtenidos del camal; de igual manera,
a lo mencionado por Huanca et al. (2014) quien reporta una fertilizacion de
8.2% (10/122) y 15.8% (22/139) en segmentacion Yy blastocitos
respectivamente con espermatozoides provenientes de epididimos de
machos beneficiados en el camal por otro lado Ayuque et al. (2014)
determinaron el tiempo éptimo de maduracién nuclear de ovocitos en el
desarrollo de embriones producidos por FIV, para ello MIV ovocitos de
llama por espacio de 28, 36 y 42 horas. Los resultados obtenidos muestran
gue el mayor porcentaje de ovocitos en metafase Il esta entre 36 y 42 horas

con 70,2% y 70,5 respectivamente, seguido de 28 horas con 49,1%. En

42

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L57 Nacional del
i Altiplano

cuanto a los resultados del desarrollo embrionario, obtuvieron porcentajes
de segmentacién, moérula y blastocistos de 51.0%, 71.5% y 11.6%,
respectivamente en 36 horas y los porcentajes de segmentacién, mérula y

blastocistos de 49.6%, 76.7% y 12.5% respectivamente en 42 horas.

70,00%

60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

FERTILIZO NO FERTILIZO

B 1:5 (FSH:LH)  m2:10 (FSH:LH)

Figura 2: Porcentaje de fertilizacion de ovocitos madurados 1:5y 2:10
(FSH:LH) y fertilizados con espermatozoides provenientes del epididmo.

Pérez et al. (2006) demostré que es posible recuperar repetidamente
espermatozoides de conductos deferentes desviados quirirgicamente de
alpacas y llamas macho, ademas, de su evaluacion; de igual forma, Pérez
et al. (2014) hace mencidbn que los espermatozoides recuperados
repetidamente de los conductos deferentes desviados quirdrgicamente,
son de buena calidad y cantidad de espermatozoides y que pueden ser
utilizados en técnicas reproductivas; ello se observa, en nuestro resultados
obtenidos, donde se ve el mayor porcentaje de ovocitos fertilizados
utilizando espermatozoides procedentes del conducto deferente frente a los
trabajos realizados por: Ayuque et al., (2014) en llamas, Arriaga et al.,
(2014) y Huanca et al.,, (2014) en alpacas, quienes trabajaron con

espermatozoides provenientes de testiculos obtenidos en los camales
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Municipales; esto posiblemente se deba a el factor de maduracion y
desarrollo de los espermatozoides durante su trayecto. Esta calidad de
espermatozoides obtenidos del conducto deferente mas los ovocitos de
buena calidad obtenidos a través de la maduracién in vitro brinda como

resultados un mayor porcentaje de fertilizacion

La superioridad de la fertilizacion obtenida en el trabajo puede deberse a la
viabilidad de los ovocitos obtenidos y que fueron madurados en medio
TCM-199 y suplementados con FSH y LH, ya que ambas activan los
receptores de membrana que producen AMPc a través de la
adenilatociclasa (Luciano et al., 2004). Las moléculas de AMPc son

reguladores clave en la reanudacién de la meiosis.
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V. CONCLUSIONES

- La adicién de gonadotropinas (FSH y LH) como suplemento al medio TCM-
199 favorece la maduracion de ovocitos de alpacas, alcanzando un
porcentaje de 71.2 % y 74.2 % para las concentraciones de 1:5 Ul y 2:10 UI,
respectivamente.

- La utilizacion de espermatozoides procedentes del conducto deferente
favorece la fertilizacion de ovocitos madurados con 1:5 Ul y 2:10 Ul (FSH:LH)

de concentracion, alcanzando un 60.7 % y 64.1%, respectivamente.
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VI. RECOMENDACIONES

- Comparar concentraciones mayores de gonadotropinas (FSH y LH) al
estudio realizado.

- Utilizar la hormona estradiol conjuntamente con la FSH y LH en medios de
maduracion.

- Comparar distintas concentraciones de espermatozoides procedentes del
conducto deferente para la fertilizacion in vitro.

- Tener cuidado al momento de la recuperacion de los ovocitos con respecto

a los tiempos y la temperatura
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VIIl. ANEXOS

Figura 3: Recolecciéon de ovocitos en el camal

Figura 4: Recoleccion de suero fetal bovino
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Figura 6: Maduracion de ovocitos en medio TCM-199 suplementado con SFB y 2:10
(FSH:LH)
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Figura 7: Espermatozoides obtenidos del conducto deferente

Figura 8: Co-cultivo de ovocito maduro y espermatozoides procedentes del conducto
deferente.
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Figura 9: ovocitos que fueron madurados con suplementacion de 1:5 (FSH:LH) y que
fueron fertilizados por espermatozoides procedentes del conducto deferente

Figura 10: ovocitos que fueron madurados con suplementacion de 2:10 (FSH:LH) y que
fueron fertilizados por espermatozoides procedentes del conducto deferente
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Tabla 4: REGISTRO DE MADURACION Y FERTILIZACION IN VITRO

REP=repeticion, O=ovocitos, ECO=expansion del cimulus ophorus, E=elasticidad, Corpusculo polar, EP=espacio peri vitelino, 2°CP= Segundo

REGISTRO DE MADURACION DE MADURACION Y FERTILIZACION IN VITRO
TRAT MADURACION EVALUACION DE MADURACION EVALUACION DE FERTILIZACION
REP N2 DEO ECO E CcP EP TOTAL 22 CP BLAST TOTAL
1 13 m | | s | 6 | n 3 2 7
2 1 | s | 9 | 12 3 3 6
T 3 16 7 7 | 3 | 8 | n 3 5 8
-l
oo 4 22 // // 5 10 15 4 5 9
Ll
v
L 5 16 7/ // 3 8 1 3 3 7
—
L.n. 6 14 // // 3 7 10 2 4 6
i
7 16 7 7 | a | 6 | 10 3 3 6
8 1 7, 7| 3 | s 9 2 3 5
9 3 m | | 2 | 9 | n 3 a 7
10 16 7, 7 | 3 | 8 | n 3 5 8
—
T 1 16 7/ // a 6 10 3 a 7
-l
- 12 17 m | &4 | 9 | B 3 5 8
L 3 1 m | 2z | 7 9 2 3 7
o
—_ 1 16 m | i | 5 | 10 | 15 2 5 s
i 15 1 | s | s 1 3 3 6
N
16 18 7, 7 | 3 [ 9 | 12 3 2 7
1 229 55 | 126 | 181 | 49 6 113

cuerpo polar,BLAST= blastocisto
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Tabla 5: Prueba de Ji-cuadrada para maduracion de ovocitos

N° TOTAL DE OVOVITOS MADUROS E INMADUROS
Maduracion FSH:LH FSH:LH
1:5 2:10
Oi Ei Oi Ei (Oj — Ej)?/E]j

Maduro 89 90.0 36 34.1 0.08

No maduro 92 90.1 32 33.86 0.20

Ji — Cuadrada calculada 0.28

Ji — Cuadrada tabular 0.60

Prueba exacta de Fisher 0.67

NS (p > 0.05)

Tabla 6: Prueba de Ji-cuadrada para fertilizacién de ovocitos

N° TOTAL DE OVOVITOS FERTILIZADOS
Fertilizacion FSH:LH FSH:LH
1:5 2:10
Oi Ei Oi Ei (Oj — Ej)/Ej
Fertilizo 54 55.6 35 33.4 0.09
No fertilizo 59 57.4 33 34.6 0.14
Ji — Cuadrada calculada 0.23
Ji — Cuadrada tabular 0.63
Prueba exacta de Fisher 0.65
NS (p > 0.05)
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Tabla 7: Medio de Maduracion TCM-199 Earle’s salts Disuelva en 1 Lt de DD-
agua y agregue 2.2 gr de Bicarbonato de Sodio. Filtre con filtros 0.22 umy
guarde en botellas de vidrio. MADURACION DE LOS COC SOLUCION DE

TRABAJO
/mL 2.0 mL 4.0mL
TCM 199 Earle's salts (stock) 1.8uL 3.6 mL
Suero Fetal bovino (stock) 200 uL 400 uL
Piruvato de Sodio (stock) 22 mg 20 uL 40 uL
FSH (stock) 0.5ug 2 uL 4 uL
LH (stock) 5ug 2uL 4 uL
Gemtamicina (stock) 50mg 2uL 2uL
Filtrar con un filtro de 0.22 um
Agregar Estradiol 17B (stock) 1 mg 2uL 4ulL

Prepare: Las gotas y cubra con aceite mineral.

Guarde: Inmediatamente en el incubador.

Tabla 8: Medio de Fertilizacion FERT-TALP SOLUCION DE TRABAJO

Cantidad/mL
FERT-TALP (stock) 2.5mL 5mL
BSA Fraccién V (stock) 6 mg/mL 15uL 30 mg
Piruvato de Sodio (stock) 10 uL/mL 25 uL 50uL
Gentamicina (stock) 1.0 uL/mL 2 uL 5uL
Filtre: Con filtros de 0.22um
Prepare: Las gotas y cubra con aceite mineral.
Guarde: Inmediatamente en el incubador.
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