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CULTIVO IN VIVO DE EMBRIONES DE ALPACAS EN EL OVIDUCTO VERSUS
CULTIVO DE EMBRIONES IN VITRO

In vivo culture of alpaca embryos in the oviduct versus embryo culture in vitro

M.G. Pérez Durand’; J.P. Zevallos Aragon!, U.H. Perez Guerra?
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fertilized in drops of FERT TALP (10 oocytes/ drop) inside petri dishes which were incubated
for 24 h at 38.5°C (humid atmosphere with 5% CO2), for the in vitro culture of 30 zygotes
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were observed. From the in vivo culture in the oviduct of the recipient alpacas, 3 hatched
blastocysts, 5 collapsed blastocysts and 2 collapsed blasts were recovered in degeneration.
The in vitro and in vivo culture of zygotes produced in vitro can be used for the production
of alpaca embryos.
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RESUMEN

El presente estudio se llevé a cabo en Laboratorio de Reproduccién Animal de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional del Alfiplano siendo el
objetivo evaluar el efecto del cultivo in vitro e in vivo de los cigotos de alpacas producidos
in vitro. Se utilizaron 226 Complejos cimulus ovocitos (CCOs), que fueron obtenidos de los
ovarios procedentes de animales beneficiados en el camal y transportados por 6 h a 32 -
35°C en solucién salina 0.9% con antibidticos. Los CCOs fueron aspirados de foliculos de
2 a 4 mm siendo madurados en TCM 2520 suplementado con 2.2 mg/mL de bicarbonato
de sodio, 0.0028 mg/mL de piruvato de sodio, 10% de suero fetal, 2 Ul/mL de
gonadotropina coriénica equina (eCG), 10 Ul/mL de gonadotropina coriénica humana
(hCG) més 50 Pg/mL de gentamicina y fueron cultivados a 38.5°C (con 5% de CO2 y alta
humedad por 36 h). Los ovocitos maduros fueron fertilizados en gotas de FERT TALP (10
ovocitos/gota) dentro de placas de petri las cuales se incubaron por 24 h a 38.5°C
(atmésfera himeda con 5% de CO2);para el cultivo in vitro de 30 cigotos se utilizé el medio
de fluido oviductal sintético (SOF) por 168 h y para el cultivo in vivo se utilizé el oviducto
de hembras a las que se les transfirié 32 cigotos hasta 168 h. Los resultados fueron: a las
120 h de cultivo in vitro post fecundacién se observaron 19(17.4%) mérulas y 8 (7.3%)
blastocitos y a las 168 h se observaron 18 (16.5%) mérulas y 7(6.4%) blastocitos. Del

-138 -



DOI. 10.18548 /aspe/0006.12

Pérez Durand GP, Zevallos Aragon JP. Perez Guerra UH. SPERMOVA. 2018; 8(2): 138-143

cultivo in vivo en el oviducto de las alpacas receptoras se recuperaron 3 blastocitos
eclosionados, 5 blastocitos colapsados y 2 blastocitos colapsados en degeneracién. El
cultivo in vitro e in vivo de los cigotos producidos in vitro es posible utilizar para la
produccién de embriones de alpacas.

Palabras clave: Ovocito, cigoto, cultivo, embriones, alpaca

INTRODUCCION

En camélidos sudamericanos, los estudios realizados en
fecundacién in vitro son de nimero reducido. En llamas, para el
cultivo de embriones utilizaron medio de cultivo de tejidos
(TCM), suero de ternero castrado y células oviductales (Del
Campo et al., 1994; Sansinena et al., 2007), TCM conteniendo
células oviductales de vacunos (Ratto et al., 2007), SOFm con
aminodcidos esenciales, aminodcidos no esenciales, L-glutamine
y BSA (Conde et al., 2008). En alpacas cultivaron los cigotos
en el medio SOF (Arriaga et al., 2014; Ruiz et al., 2013),
donde todos los autores indican haber logrado alrededor del
6% el desarrollo de blastocitos posterior a 7 dias de cultivo.

La meta final de la maduracién y fecundacién in vitro de los
ovocitos obtenidos por aspiraciéon de los ovarios de hembras
(camellos) es para producir embriones de alta calidad y lograr
éxito al transferir a recipientes (Khatir and Anouassi, 2006). En
camellos se han realizado varios estudios sobre la maduracién,
fecundacién y cultivo in vitro, estos estudios utilizaron para el
cultivo de los embriones, TCM, células de la granulosa y
oviductales (Khatir et al., 2004) mKOMaa+10% de suero
(Khatir and Anouassi, 2006) TCM, L-glutamine, 1% ITS+10%
EDS (Wani, 2009), obteniendo la divisién de embriones,
blastocitos 'y blastocitos eclosionados en proporciones
disminuidas frente a los embriones logrados en otras especies.
Asimismo, varios investigadores cultivaron temporalmente
cigotos obtenidos por fecundacién in vitro en el oviducto de
animales, tales como la coneja (Boland, 1984), oveja (Lazzari
et al., 2010; Rizos et al.,, 2002), vaca (Tesfaye et al., 2007)
logrando el desarrollo de los embriones de calidad, medidos
en base a morfologia, expresién génica, criotolerancia y tasas
de prefiez.

El objetivo del presente estudio es evaluar la capacidad de
desarrollo de cigotos de alpaca transferidos temporalmente al
oviducto de alpaca receptora posterior a la maduracién y
fecundacién in vitro

MATERIALES Y METODOS

Los reactivos usados fueron comprados de Sigma Chemicals
(Sigma-Aldrich®) a menos que se indique lo contrario.

Coleccién y maduracién de los ovocitos

Los ovarios de alpaca fueron colectados del camal de Nufioq,
transportados por 6 h al laboratorio, dentro un termo
conteniendo solucién fisiolégica (0.9% de NaCl) temperado a
32 a 35°C. En el laboratorio los ovarios fueron lavados dos
veces con solucién fisiolégica que contenia 100 Ul/mL de
penicilina G y 100 Pg/ml de estreptomicina. Los complejos
cumulos ovocitos (CCOs) fueron aspirados de los foliculos de 2
a 4 mm, usando una aguja de 20G de 1pulg, adosado a
jeringa de 5 ml. Después de la colecciéon los CCOs fueron
lavados 3 veces, en solucién buffer fosfato (PBS) suplementado
con 4 mg/ml de albumina sérica bovina (BSA) mas 50 pg/mlL
de gentamicina. Los CCOs con citoplasma oscuro, uniforme y
con varias capas de las células de comulos fueron utilizados
para la maduracién. Cada 10 CCOs fueron lavados dos veces

en el medio de maduracién y luego transferidos a 60 Ml de
medio de maduracién. El medio de maduracién fue elaborado
a base de TCM 2520, suplementado con 2.2 mg/mL con
bicarbonato de sodio, 0.0028 mg/mL de piruvato de sodio,
10% de suero fetal, 2 Ul/mL de gonadotropina coriénica
equina (eCG; Folligon, Intervet Pty. Ltd., Netherlands), 10
Ul/mL de gonadotropina coriénica humana (hCG; N.V.
Organon O.S. Holland) mas 50 pg/mL de gentamicina y fueron
cultivados dentro una incubadora a 38.5°C, bajo 5% de CO2
y con una humedad (> 90%) por 36 h.

Coleccidn y preparacién de los espermatozoides

Previamente se preparé dos machos con desviacion de los
conductos deferentes (Pérez et al., 2006). Para la coleccién de
los espermatozoides se colocaron a los machos sobre una mesa
en posicion decibito lateral, siendo sujetados los miembros
posteriores por dos auxiliares. La coleccién fue realizado de
acverdo a lo descrito por Pérez et al. (2006), con la variacién
que el medio de coleccién fue 1 mL de solucién de tiroides
modificado (SPERM TALP:100 mM NaCl, 3.1 mM KCI, 25.0 mM
NaHCO3, 0.3 mM NaH2POy4, 21.6 mM lactato de sodio,2.0 mM
CaCl2, 0.4 mM MgC12, 10.0 mM HEPES, 1.0 mM de piruvato
de sodio, 3 mg/ml BSA fraccion V y 50 Ug/mL de sulfato de
gentamicina; Parrish et al., 1988), la suspensién de los
espermatozoides para el swimp up fue llevado a una
incubadora por 1 h a 38.50C, con 5% de CO2 y alta humedad.
Del sobrenadante se aspiré 700 UL y se centrifugaron a 350
x g por 10 min, desechando el sobrenadante. El pellet formado
por los espermatozoides fue re-suspendido con 100 UL de
solucién de tiroides modificado ( FERT TALP: 114.0 mM NaCl,
3.2 mM KCl, 25.0 mM NaHCOg3, 0.3 mM NaH2PO4, 10.0 mM
lactato de sodio, 2.0 mM CaCl2, 0.5 mM MgCl12, 0.25mM de
piruvato de sodio, 6 mg/ml de BSA libre de dacidos grasos y
50 Pg/mL de sulfato de gentamicina (Parrish et al.; 1988) y la
concentracién de los espermatozoides fue ajustado a 5 x 10¢
por mL (Conde et al., 2008); tomando en cuenta la motilidad
total de los espermatozoides.

Fecundacidn in vitro

Las células del cumulo fueron removidas por vortex en 45 seg
en 0.5 mL de PBS + 0.4 mg/mL de BSA, dentro un tubo de
ensayo de 7 mL de capacidad. Los ovocitos denudados se
evaluaron la maduracién ovocitaria por presencia del
corpusculo polar bajo un microscopio estereoscépico invertido
a 100X y 200X. Los ovocitos denudados fueron lavados 2
veces en medio FERT TALP (Parrish et al., 1988) y luego fueron
transferidos a una gota de 44 Ul de FERT TALP (10 ovocitos),
dentro de placas de petri de 35 mm x 10 mm, cubiertos con
aceite mineral, seguidamente (10 min antes de la fecundacion)
se suplementaron a la gota de fecundacién con 2 UL de la
mezcla (500 UM de penicillamine, 250 uM de hipotaurina, 500
UM de epinefrina (Leibfried and Bavister, 1982) mds 10 pg/mL
de heparina (Conde et al., 2008) y 2 UL de la concentracién
de espermatozoides. Finalmente se incubaron por 24 h a
38.5°C en una atmésfera himeda con 5% de COa.

Cultivo de los cigotos
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Los presuntos cigotos fueron vorterizados por 45 s para retirar
el resto de los espermatozoides. Los cigotos se colocaron al
medio de cultivo (10 a 15 cigotos en 50 UL cubiertos con aceite
mineral) fluido oviductal sintético (SOF) (Tervit et al., 1972)
suplementado con el 2% (v/v) de aminodcidos esenciales, 1%
(v/v) de aminodcidos no esenciales, 50 ug/mL de gentamicina
mads 5% de suero fetal en los 4 primeros dias de cultivo y el
1% de suero fetal los dias siguientes. La incubacién se realizé
a 38.5°C en una atmésfera htmeda con 5% de COo.

Evaluacién del desarrollo embrionario in vitro

La divisién celular y el desarrollo embrionario se registraron
las imé&genes a los 48, 120 y 168 h post fecundacién, con
ayuda de un microscopio estereoscopio invertido a 100X,
200X y 400X.

Cultivo de cigotos en el oviducto de alpaca

A las alpacas receptoras (n=3), se monitoreo la presencia del
foliculo pre-ovulatorio > 7 mm, usando un ultrasonografo con
un transductor lineal de 7.0 MHz (ChisonD600 VET). Se indujo
la ovulacién con la aplicacién (IM) de 8 Ug de GnRH, a las 24
h se evalué la ovulacién por ultrasonografia. Los presuntos
cigotos producto de la maduracién y fecundacién in vitro se
colocaron en el oviducto de las alpacas 60 h post aplicacién
de GnRH. Para exteriorizar el oviducto de las alpacas se
realizé una laparotomia medial, para lo cual se anestesio a la
hembra administrando via intravenosa 0.4 mg de Xilacina
(Clorhidrato de Xilacina, 5 mg/kg de ketamina (Ketamina,
Laboratorios Veinfar I.C.S.A. Argentina). Para mantener la
anestesia se colocd una cdnula en la vena yugular para
suplementar 5 mg de ketamina cada 15 min hasta los 30 min
(Ratto et al., 2007). Por una incisién de 10 cm realizado en la
linea alba a 4 cm de la gldndula mamaria, con ayuda de los
dedos se exteriorizo el ovario con la presencia de formacién
del cuerpo luteo. Se fijo entre los dedos el infundibulo y a 2 cm
del ovario en direccién al dmpula y se apertura el oviducto con
ayuda de una aguja 18 G y 1.5 pulg. Con ayuda del capilar
de vidrio de un micro dispensador (Drurmmond Scientific
Company), y calibrado para 5 WL los cigotos se cargaron en
PBS + 10% de suero fetal, se introdujeron a partir de la
apertura a una profundidad mayor a 3.5 cm dentro el
oviducto.

Recuperacién de los embriones del oviducto de las receptoras.
Las receptoras fueron colocadas en ayuno de 24 h y el dia de
la recuperacién de los embriones se procedié de la siguiente

manera:

a) 20 min antes de la recuperacién se tranquilizaron a las
receptoras aplicando 1 mg de maleato de acepromazina/Kg

de peso vivo, b) La receptora fue inmovilizada sobre una mesa,
pasando las cuerda por encima de la regién de la cruz y
grupa, c) Se introdujo la mano izquierda enguantada vy
lubricada por el recto para vaciar el contenido fecal, d) se
higienizo con abundante agua y jabén la regién perianal y
secando la regién con papel toalla y se desinfecto con alcohol,
e) Se aplicé una anestesia epidural aplicando 1.5 de mL de
lidocaina clorhidrato al 2% (Laboratorios unidos S.A. Lima-
Perd), f) Con la ayuda de la guia del aplicador para
inseminacién artificial de vacunos, se introdujo la sonda Foley
N°16 Fr/Ch de dos vias para atravesar la cérvix y dirigirla
hacia el cuerno ipsilateral, g) Ubicado el cuerno se fijé la sonda
insuflando el balén con 7 a 10 mL de aire, luego se retird la
guia, h) Se conecto un sistema de tubos de goma en forma de
“Y", que estaba conectado al frasco que contenia el medio de
lavado PBS+1% de suero fetal. Por gravedad se llend el
medio al cuerno uterino, hasta sentir la turgencia, momento en
que se cerrd el clip para luego dejar salir el medio de lavado
hacia el filtro colector con ayuda de masaijes suaves, i) Este
procedimiento se repitié por tres o cuatro veces, luego se
extrajo el aire del balén para retirar la sonda Foley, j) El filiro
colector se llevé al laboratorio para que el contenido sea
vertido en una placa de petri y seguidamente se realizd
bisqueda y clasificacién de los embriones, con ayuda de un
microscopio estereoscopio.

Andlisis estadistico

Los resultados al ser porcentuales en las variables se evaluaron
mediante la prueba estadistica no paramétrica de Chi-
cuadrado, evaluando la dependencia entre el tipo cultivo de
embriones que se procedid, todos analizados en el programa
estadistico R 3.5.1.

RESULTADOS

En el momento de la fecundacién se observaron 2 embriones
con dos células indicando que se debe a la partenogénesis.
Durante cultivo de los embriones in vitro se perdieron 5
embriones. Los resultados de produccion de embriones
directamente se evaluaron a partir de la divisién, 48 h post
fecundacién, se muestran en la Tabla 1 y Figura 1. El nimero
de embriones asignados para el cultivo in vitro e in vivo fueron
30 y 32 cigotos respectivamente, producto de la maduracién
y fecundacién de los grupos de ovocitos asignados para cada
tratamiento y sometidos a la prueba de Chi cuadrado no
mostraron dependencia (p> 0.05). Durante la evaluacién a las
48 h post fecundacién también se observaron ovocitos con la
presencia del primer corpusculo polar en un total de 11
ovocitos en metafase Il que no fecundaron.

Tabla 1. Proporcién de embriones con diferentes estados desarrollados en cultivo in vitro e in vivo

Total de 48 horas 120 horas 168 horas

ovocitos Divisién Mérula Blastocisto Mérula Blastocisto
Cultivo in vitro 109 30 (27.5%) 19 (17.4%) 8 (16.5%) 18 (16.5%) 7 (6.4%)
Cultivo in vivo 117 32 (27.3%) . 3 Be (9.3%), 5Bc (15.6%), 2Bd (6.2%)

Be= Blastocito eclosionado, Bc= Blastocito colapsado, Bd= Blastocito colapsado degenerado.
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En la evaluacién a las 120 h post fecundacién, los embriones
se observaron en diferentes estadios mérulas 19 (17.4%) y
blastocitos 8 (16.5%). Entre las cuales 16 fueron mérulas
compactas y 3 mérulas con 4 a 8 células en las cuales se
observaron blastémeros con desarrollo desigual. Los 7
blastocitos estuvieron en el estado de inicial y 1 blastocito
expandido. A las 168 h post fecundacién en el cultivo de los
embriones se observaron 18 mérulas (16.5%) y 7 (6.4%)
blastocitos. Donde 2 mérulas se mantenian como compactas, 3
mérulas estuvieron detenidas con 4 a 8 células y en proceso de
degeneracién, 11 mérulas en proceso de degeneracién y
deformacién. En el total de blastocitos 7 se observaron en
proceso de degeneracién y deformacién.

Los 32 cigotos con 2 células asignadas para el cultivo in vivo
que se transfirieron a oviductos de 3 alpacas (10, 11, 11

cigotos). El lavado uterino de las receptoras se realizé a las
168 h (7 dias) post fecundacién de las alpacas receptoras. De
los 32 cigotos de 2 células transferidos a los oviductos se
recuperaron 10 embriones, que hacen el 31.2% de tasa de
recuperacién y en diferentes estadios 3 blastocitos
eclosionados, 5 blastocitos colapsados y 2 blastocitos
colapsadas en degeneracién. Que comparadas con la
produccién in vitro de embriones es una cantidad inferior y
sometidos a la prueba de Ji-cuadrado son dependientes (p<

0.05).

Figura 1. A) Ovocito categoria A, B) Cigoto en divisién, C) Mérula compacta D) Blastocisto inicial, E) Blastocisto expandido, F)
Blastocisto eclosionado, G) Blastocito colapsado, H) Blastocisto colapsado degenerado.
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DISCUSION

La divisién de los embriones en el presente trabajo fue
observada con la ayuda de un microscopio estereoscopio
invertido con aumentos de 100X, 200X y 400X. A la fecha
existen pocos estudios en producciéon de embriones in vitro en
camélidos, nuestros resultados de 27.4% de divisién de
embriones, fue similar a lo reportado en llamas con 15.85%
embriones con 2 a 16 células (Del Campo et al., 1994), en
alpacas con 19.8% de porcentaje de divisién (Huanca et al,,
2014), en alpacas con 27.3% de embriones divididos (Arriaga
et al,, 2014).

La fecundacién in vitro en camélidos aun esta en fase de
investigacién y se espera elevar los indices de eficiencia, tal
como en vacunos que llegan alrededor del 70% de divisién de
los embriones después de 44 a 48 h post fecundacién (Coleman
et al.,, 2007). La presencia de embriones partenogénicos en
camélidos se manifiestan en un 3% (Del Campo et al., 1994),
ratificando en las observaciones realizadas en el presente
estudio. En camellos, varios investigadores reportaron
porcentajes de divisién de los embriones con 2 a 16 células de
15.92 y 33% aplicando diferentes protocolos de produccién
de embriones in vitro (Abdoon et al., 201 1; Khatir et al., 2004).

En el presente estudio a las 120 h (5 dias) de cultivo post
fecundacién la proporcién de embriones que se lograron
fueron 19 (17.4%) mérulas compactas y 8 (7.3%) de
blastocitos tempranos. En la cronologia del desarrollo
embrionaria, los embriones a los 5 post ovulacién reportaron
que el 100% de los embriones estdn estado de mérula y
todavia permanecen en el oviducto (Picha et al, 2012).
Extiendo una diferencia en el estadio de embriones a las 120
h en el presente estudio, donde esta variacién se atribuiria al
efecto de los medios de cultivo utilizados y tipo de foliculos
aspirados para produccién de embriones in vitro en la especie
alpaca. En camélidos no existen reportes de embriones
cultivados por 5 dias o 120 h post fecundacién, pero si
reportan a partir de los 7 dias post fecundacién. En camellos
reportan un 20% de blastocitos a los 4 dias de evaluacion, sin
tipificar el estado de los blastocitos, utilizando para la
fecundacién espermatozoides de epididimo (Wani, 2009). Esta
variabilidad de embriones evaluados a las 120 h o 5 dias post
fecundacién en camélidos y camellos se atribuiria al efecto de
la especie y los medios de cultivo utilizados.

En el presente estudio a las 168 h (7 dias) post fecundacién se
logré 18 (16.5%) mérulas, 7(6.4%) blastocitos, donde en todos
los embriones se notaron el proceso de degeneracién vy
deformacién. En previos estudios en llamas reportaron el 5.6%
de mérulas y 6.0% de blastocitos tempranos posterior a 7 dias
post fecundacién y en el cultivo con la presencia con células
oviductales de llama (Del campo et al., 1994). En alpacas
lograron el 21.1% de blastocitos de los diferentes tratamientos
que sometieron a los ovarios a una conservacién por 16 hy a
diferentes temperaturas antes de la coleccién de los ovocitos
(Arriaga et al., 2014). La proporcién de embriones producidos
en alpacas y contrastados con los resultados del presente
estudio son similares.

La presencia de los embriones con procesos de degeneracién
se atribuird al medio de cultivo utilizado que son de vacunos y
no poseen los requerimientos especificos para los embriones de
alpacas u otros factores que no se pueden controlar en la
altura (3870 msnm). Mientras que comparado la proporcién de
embriones del presente estudio superan a la proporciéon de
embriones de llama, variacién que atribuiria al factor especie.
Pero en cuanto a la calidad de los embriones de llamas fueron
superiores debido a que los autores en el medio de cultivo
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suplementaron con células oviductales (Del Campo et al,
1994), que secretan factores de desarrollo y crecimiento que
hacen que el embrién llegue a blastocito eclosionado.

De los 10 embriones colectados de las receptoras, fueron 3 en
blastocitos eclosionados, 5 blastocitos colapsados y 2
blastocitos colapsados en degeneracién. Reportes de este tipo
de cultivo de embriones no existen en camélidos siendo este
estudio el primero que se presenta. Sin embargo, de acuerdo
a estudios sobre la cronologia de desarrollo embrionario y
migracién uterina en hembras con monta natural indican que
recién a los 8 dias post ovulacién asumen el estado de
blastocito eclosionado y a los 9 dias comienzan a elongarse
(Picha et al.,, 2012). Nuestros resultados coinciden con el
desarrollo de los embriones, asumiendo que las 168 h (7 dias;
5 dias de permanencia en oviducto y 48 h post fecundacién).
En el presente estudio se recuperé 2 embriones en estado de
blastocito colapsado en degeneracién, debido probablemente
la ruptura que se produjo al momento de la coleccién por
presiones externas que fue provocado por el sistema de tubos
de goma, filtros que se usaron en la técnica de recuperacién.

El estado cronolégico de los embriones recuperados y la
viabilidad observada por su morfologia indican que el efecto
del medio ambiente del oviducto de las hembras receptoras
sobre los embriones afecto positivamente. Debido a estudios
que indican que el embrién permanece después de la
fecundacién 3.5 a 4 dias en el oviducto, durante este tiempo el
embrién desarrolla y es mantenido por el fluido oviductal, este
periodo es critico para los embriones de animales porque se
incluye la activacién gendmica embrionaria, que sirve para la
diferenciacién, implantacién y desarrollo fetal (Memili and
First, 2000; Niemann and Wrenzycki, 2000).

CONCLUSIONES

Al finalizar el cultivo in vitro se observaron diferentes estadios
embrionarios, mérulas, blastocitos, donde algunas mérulas y
blastocitos entraron en proceso de degeneracién y
deformacién, los cigotos cultivados en el oviducto de hembras
receptoras fueron mds uniformes como blastocitos eclosionados,
blastocitos colapsados con normal desarrollo. Por tanto, es
necesario seguir estudiando medios especificos para la
produccién de embriones in vitro para alpacas y llamas.
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