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DE FECUNDACION PARA LA PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES EN

ALPACAS (Vicugna pacos)

Effect of the supplementation of two capacitive agents in the fertilization medium for the in
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ABSTRACT

The present study aims to evaluate the effect of heparin and PHE (penicillamine, hypotaurine and
epinephrine) in the fertilization medium on the in vitro production of embryos in alpacas. The ovaries
were transported in 0.9% physiological saline with gentamicin at 37 ° C for 3 hours. 227 ovaries
were used, recovering 1132 oocytes of quality |, Il and lll; and matured in vitro for 34h. The mature
oocytes were randomly distributed in four culture medium treatments, which were supplemented with
2% heparin and PHE according to the following distribution: T1 = Control; T2 = Heparin; T3 = PHE;
T4 = PHE + heparin. Then 1x106 sperm/ml selected by the Percoll gradient method (45/90%) and
incubated for 18 h. Finally, were cultivated in SOF culture medium for 7 day. The cleavage rate at
24 hin culture were 16.53, 19.92, 21.42 and 23.90 % for T1, T2, T3 and T4, respectively. The group
T4 was difference statistically with groups T1, T2 and T3 (P <0.05). The morulae rate at day 7 were
24.23, 29.49, 35.00 and 35.30% for T1, T2, T3 and T4, respectively, with statistical difference
between T1 and T2 with respect to T3 and T4. The blastocysts rate at day 7 were 3.60, 3.25, 4.52
and 6.34 % for T1, T2, T3 and T4, respectively, with no statistical difference between treatments.
Regarding quality, the embryos (morulae and blastocysts) produced in vitro from the treatments with
the use of PHE + heparin and PHE capacitors stood out (p<0.05) with excellent quality embryos In
conclusion, the use of heparin and PHE in fertilization medium increases the in vitro production of
excellent quality embryos.

Keywords: Fertilization, heparin, IVF, alpaca.
RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la heparina y PHE (penicilaming,
hipotaurina y epinefrina) en el medio de fecundacién en la produccién in vitro de embriones en
alpacas. Los ovarios fueron transportados en solucién salina fisiolégica al 0.9% con gentamicina a
37°C durante 3 horas. Se utilizaron 227 ovarios, recuperdndose 1132 ovocitos de calidad I, Il y Ill;
y madurados in vitro por 34h. Los ovocitos maduros se distribuyeron de forma aleatoria en cuatro
tratamientos de medio de fecundacién, las cudles fueron suplementados con heparina al 2% y PHE
segun la siguiente distribucién: T1=Control; T2=Heparina; T3=PHE; T4=PHE + heparina. Luego se
afiadié 1x106 espermatozoides/ml seleccionados por el método gradiente de Percoll (45/90%) e
incubados por 18 h. Finalmente se cultivaron en medio de cultivo SOF durante 7 dias. Los porcentajes
de clivaje a las 24 h en cultivo fueron de 16.53, 19.92, 21.42 y 23.90% para los T1, T2, T3 y T4,
respectivamente, habiendo diferencia estadistica significativa del T1, T2 y T3 con respecto al T4
(P<0.05). Los porcentajes de mérulas al dia 7 de cultivo fueron 24.23, 29.49, 35.00 y 35.30% para
los T1, T2, T3 y T4, respectivamente, habiendo diferencia estadistica del T1 y T2 con respecto al T3
y TA4. Los porcentajes de blastocistos al dia 7 de cultivo fueron 3.60, 3.25, 4.52y 6.34% para los T1,
T2, T3 y T4, respectivamente, sin diferencia estadistica entre tratamientos. En cuanto a calidad, los
embriones (mérulas y blastocistos) producidos in vitro de los tratamientos con uso de agentes
capacitantes PHE+ heparina y PHE destacaron (p<0.05) con embriones de excelente calidad. En
conclusién, el uso de la heparina y PHE + Heparina en medio de fecundacién incrementa la
produccién in vitro de embriones de excelente calidad.

Palabras clave: Fecundacién, heparing, FIV, alpaca.
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INTRODUCCION

Las deficiencias en los esquemas de manejo reproductivo han
contribuido a la desmejora en la calidad genética en alpacas
y con una consiguiente disminucién de los ingresos de la
poblacién altoandina (Huanca, 2015). Las biotecnologias
reproductivas son herramientas de mucho beneficio para los
productores pecuarios, siendo desarrolladas con la finalidad
de aumentar el progreso genético del animal (Cabrera et al.,
2009) hasta llegar a un nivel, en el cual es posible la
manipulacién dirigida del genoma o determinados genes con
mayor rapidez (Clement-Sengewald et al., 1993).

La limitada informacién existente sobre el desarrollo de
protocolos de fecundacién in vitro (FIV) en camélidos
domésticos sugiere estudiar y evaluar los factores que
contribuyan a obtener resultados similares a los observados en
otras especies de interés econdmico (Huanca et al., 2014). Son
muchos los factores que aun faltan dilucidar para estandarizar
la fecundacién in vitro en los camélidos (Trasorras y Miragaya,
2016). A pesar de que los embriones producidos in vitro son
de menor calidad que los obtenidos in vivo (Herradén et al.,
2007), con los pocos trabajos realizados hasta el momento, se
ha alcanzado resultados alentadores (Trasorras y Miragaya,
2016). Son estas las razones por la cual se necesita priorizar
investigaciones que permitan contribuir a disefiar alternativas
biotecnolégicas para los programas de mejoramiento genético
en los camélidos domésticos (Huanca et al., 2007). En alpacas
se han reportado ovocitos morfolégicamente normales y
fisiolégicamente viables posterior a la vitrificacién vy
descongelacién (Ruiz et al.,, 2011).

La produccién in vitro de embriones consta de un procedimiento
en laboratorio, donde los ovocitos recuperados son sometidos
a procesos de maduracién in vitro (MIV) utilizando diversos
medios con la adicién de gonadotropinas y factores de
crecimiento (Gonella et al., 2013), insumos que son
indispensables para la maduraciéon. En la etapa de
fecundacién in vitro (FIV) los ovocitos madurados son incubados
con los espermatozoides, para ello los espermatozoides son
sometidos a tratamientos de capacitacién espermdtica in vitro,
donde adquieren capacidad fecundante y se separan los
espermatozoides vivos de los componentes seminales vy
crioprotectores (Gomez et al, 2013) para iniciar su
capacitacién y desencadenar la reaccién acrosémica (Palma
2001 citado en Ruiz, 2018). Por lo tanto, el medio de
fecundacién debe favorecer la actividad espermdtica vy
penetracién de la zona pelicida (Gonella et al., 2013).
Trabajos realizados por Rodriguez, (2012) indican la
utilizacién de inhibidores sintéticos de proteasas especificos
para tratar los espermatozoides y conservar el acrosoma
intacto hasta el momento de la fecundacién.

El uso de agentes capacitantes en medio cultivo es una prdctica
habitual en muchos laboratorios y estudios realizados en
alpacas no son abundantes. El efecto in vitro de la heparing,
un glicosaminoglicano sulfatado, que estdn presente en el
tracto reproductivo de la hembra, podria desempefiar un
papel importante en el proceso de fecundacién in vitro (Dapino
et al., 2006), asi también, las catecolaminas y los aminodcidos,
como la penicilamina, hipotaurina y epinefrina (PHE) tiene
efectos benéficos sobre los resultados obtenidos, ya que actia
como antioxidante sobre el medio, estimulante de la
capacitacién espermdtica, aumenta la motilidad, penetracion
de ovocitos y reaccidén acrosémica (Andrews y Bavister, 1989).

Posteriormente, los ovocitos incubados con espermatozoides
(presuntos cigotos) son sometidos a cultivo in vitro (CIV) en
medios que contengan fuentes de energia, aminodcidos y
factores de crecimiento con el fin de mantener su sobrevivencia
y desarrollo (Gonella et al., 2013). Protocolos con la adicién
de cisteamina al medio de cultivo, mejora la tasa de desarrollo
embrionario in vitro hasta el estadio de blastocisto (Quintanilla
et al., 2015). A pesar de ello, los medios de cultivo todavia
necesitan ser mejorados sensiblemente, puesto que el cultivo de
los embriones en condiciones in vivo incrementa notablemente
la calidad de estos (Herradén et al., 2007).

Segin Ratto et al. (2015) el impedimento mdas complejo para
lograr un avance significativo del método de FIV es la
informacién cientifica sobre la fecundacién in vitro en
camélidos. Asimismo, no hay reportes sobre el efecto de
agentes capacitantes sobre la producciéon in vitro de
embriones. El objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de la heparina y el PHE en el medio de fecundacién
(TALP-FIV) en la produccién in vitro de embriones de alpaca.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

La investigacién se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia
Reproductivas de la Estacién Experimental Agraria Canadn,
del Instituto Nacional de Investigacién Agraria (INIA).

Produccién in vitro de embriones

Los ovarios y testiculos de alpacas fueron colectadas de
animales mayores a 2 afios beneficiados en el Camal Municipal
de Pilpichaca-Huancavelica, ubicada en las coordenadas:
Latitud: 13.3303, Longitud: 74.9769, 13° 19" 49" Sur, 74° 58’
37" Oesteq, a 4.092 msnm. Los ovarios fueron depositados en
un termo que contiene solucién salina fisiolégica al 0.9% mdés
gentamicina con concentracién de 80mg/ml a 37°C de
temperatura; y trasportados por 2 a 3 horas. Una vez en el
laboratorio, se lavaron tres veces con solucién salina al 0.9%
mas antibidtico a 37°C para eliminar los restos de sangre e
impurezas.

Maduracién de ovocitos

La recuperacién de complejo ovocitos-comulos (COCs) se
realizé de foliculos que tenian 3 a 7mm de didmetro mediante
la técnica Slicing (corte) en placas petri que contenian medio
de manipulacién. Los COCs fueron clasificados en 4 grados en
base a los criterios del Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de la EEA-Canadn:

e Grado I: COCs con 5 capas o mds de células de cimulos
compactas, con citoplasma homogéneo,
e Grado Ill: COCs con 3 a 4 capas de células de comulos
compactas, con citoplasma homogénea,
e Grado lll. COCs con 1 a 2 capas de células de comulos
compactas, citoplasma con presencia ligeramente granular
e Gardo IV: COCs totalmente desnudo o parcialmente, con
citoplasma granular.
Los ovocitos seleccionados fueron cultivados en medio de MIV,
constituida por (TCM-199), piruvato de sodio (0.011g/mL),
17.6 estradiol (22.2 mg/mL), L-glutamina (0.015 g/mL), FSH
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(0.5mg/mL), SFB (5%), gentamicina (80mg/mL). Los ovocitos
fueron puestos a madurar por 36 horas en una incubadora
(BIONEX modelo VS-9160GC) en condiciones de 38.5°C de
temperatura, 5% de CO2, 5% de O2 y 90% de humedad
relativa, colocados en placas de 4 pocillos que contenian
500uL de medio MIV. Cabe sefialar que en ninguna de las
fases de FIV se utilizaron con aceite mineral para cubrir los
medios.

Recuperacion y seleccién de espermatozoides

Los espermatozoides se recuperaron de la cola del epididimo,
de testiculos que fueron extraidos de animales mayores de 3
afios beneficiados en el Camal Municipal de Pilpichaca-
Huancavelica. A la cola del epididimo se realizaron cortes
trasversales y longitudinales, de donde se recuperaron los
espermatozoides en el dilutor comercial (Andromed)
preparado con agua bidestilada en relacién de 1:4, la cual
estaba depositado en una placa petri.

Los espermatozoides recuperados de la cola de epididimo se
depositaron en vial de TmL contenidos de gradiente de
densidad Percoll (45/90%), la cual fue centrifugado a 2000
RPM por 20 minutos, se retiré el sobrenadante y luego se
reconstituyd con 100Ul de TALP-SPER, después se centrifugéd a
1000 RPM por 10 minutos y
sobrenadante el pellet fue reconstituido con medio TALP-FIV.

una vez eliminado el

Fecundacién in vitro

Finalizado el tiempo de maduracién, los ovocitos
supuestamente maduros se lavaron y se distribuyeron en forma
aleatoria en cuatro tratamientos de medios de fecundacién,
que estuvo compuesta por medio TALP-FIV, base suplementado
con piruvato de sodio, gentamicina y los agentes capacitantes
heparina y PHE, como sigue:

Tratamiento 1 = Control
Tratamiento 2 = Heparina 2% (40uL/mL)

Tratamiento 3 = PHE (2mM de Penicilamina, TmM de
Hipotaurina y 250mM de epinefrina) (86 UL/mL)
Tratamiento 4 = PHE (2mM de Penicilamina, TmM de

Hipotaurina y 250mM de epinefrina) (86 HUL/mL) +Heparina
2% (40 pL/mL)

Los medios de fecundacién de los 4 tratamientos fueron a
incubados por un tiempo de 30 minutos antes de colocar los
ovocitos. Posteriormente, los ovocitos madurados fueron
lavados en FIV y se les afiadié una suspensién de 10lL (1x106
espermatozoide/ml) de espermatozoides seleccionados por
gradiente de densidad e incubados por 18 horas en
condiciones de 38.5°C, 5% de CO2, 5% O2 y una humedad de
90%.

Cultivo de embriones

18 horas post FIV, los presuntos cigotos se pipetearon en los
mismos pocillos para denudar el exceso de las células del
cumulus, posteriormente fueron transferidos a medio de cultivo
SOF (fluido oviductal sintético) y puestos en bolsas de
polietileno con mezcla de gases (5% de O2,5% de CO2 y 90%
de N2) en incubadora a 38.5°C durante 7 dias hasta la
evaluacién de los embriones (mérulas, blastocistos) segun

tratamiento. A 72 horas cultivo se realizé el cambio de medio
SOF.

Clasificacién de embriones

Pasado los 7 dias de cultivo, se procedié a evaluar el
desarrollo embrionario y su calidad. Embriones en desarrollo
(mérulas y blastocistos) se clasificaron de excelente (I) a malo
(IV), segin la Sociedad Internacional de Transferencia
Embrionaria IETS.

Andlisis estadistico

Los datos de divisiéon y desarrollo embrionario obtenidos de los
cuatro tratamientos (agentes capacitantes) fueron analizados
mediante andlisis de varianza (ANOVA) y para el andlisis de
medias se utilizaron la prueba de comparacién de Duncan. Los
datos se procesaron con el programa estadistico SAS versién

9.2.

RESULTADOS

Para producir embriones in vitro se requiere ovocitos de alta
capacidad fecundante. Mediante la técnica de Slicing (corte)
se recuperdaron un total de 1397 ovocitos entre aptos y no
aptos, de los cuales el 81.03% fueron ovocitos de calidades |,
Il'y lll, que se consideraron aptos para la puesta en maduracién
in vitro. El numero promedio de ovocitos aptos/ovario de
alpacas fue de 5.00 + 0.42.

El porcentaje de clivaje (divisién celular) pasado las 24 horas
de cultivo en medio SOF se muestran en Tabla 1, donde se
puede evidenciar que el tratamiento con PHE + Heparina y
PHE (T4) fueron superiores a los tratamientos Control (T1) y
Heparina (T2). La tasa de mérulas (Tabla 1) al dia 7 de cultivo
en medio SOF fue 24.73%1.71%, 29.41%1.69%,
35.00+2.96% y 35.30%2.64% para los tratamientos Control,
heparina, PHE y PHE + heparinag, respectivamente, existiendo
diferencia estadistica significativa entre tratamientos (p<0.05),
obteniendo mayor porcentaje de mérulas con el tratamiento
PHE+ heparina seguido por el PHE.

Tabla 1. Efecto de los agentes capacitantes sobre el
porcentaje de clivaje a las 24 horas de cultivo y mérulas y
blastocistos al dia 7 de cultivo en alpacas.

Trat. Ovocitos Clivaje Mérulas Blastocistos
fecund. n (%) n (%) n (%)
Control 184 30(16.53) 43(24.73)° 7(3.60)
Heparina 202 40(19.92)« 58(29.49)0 7(3.25)
PHE 207 43(21.42)% 71(35.00)« 9(4.52)°
PHE + 243 57(23.90)° 84(35.30)¢ 15(6.34)°
Heparina

34

a,b,c letras diferentes en la misma columna indica que hay
diferencia estadistica significativa (p<0.05).

Durante la evaluacién al dia 7 de cultivo se observaron
blastocistos temprano (BT), blastocisto (B), blastocisto
expandido (BE) y blastocisto eclosionado (BE). Se puede
apreciar que hay en menor porcentaje de blastocistos en
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comparacién con las mérulas (Tabla 1) y no habia diferencia
estadistica entre los tratamientos (p=0.05).

En cuanto a calidad de los embriones (mérulas y blastocistos)
producidos in vitro, los tratamientos con agentes capacitantes
de PHE+ heparina y PHE destacaron (p<0.05) con embriones
de excelente calidad (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de los agentes capacitantes sobre la calidad
de embriones (mérulas y blastocistos) producidos in vitro en
alpacas.

Trat Excelente Buena Regular Malo

) n (%) n (%) n (%) n (%)

Control 29(56.9)° 16(31.4) 5(9.8) 1(2.0)

Heparina 37(56.9)®  25(38.5) 2(3.1) 1(1.5)

PHE 58(72.51%  18(22.5) 101.3) 3(3.8)
PHE +

heparina 68(71.6) 19(20.0)  4(4.2) 4(4.2)

a,b,c letras diferentes en la misma columna significa que hay
diferencia estadistica (p<0.05).

DISCUSION

Las técnicas de recuperaciéon de ovocitos en alpacas ya no es
factor limitante para poder establecer protocolos de
fecundacién in vitro. La técnica de recuperacién es clave para
obtener de ovocitos de buena calidad y mejor capacidad
fecundante. En este estudio la recuperacién se
empleando el método de Slicing, obteniendo 81.03% de
ovocitos aptos con 5.00 * 0.42 ovocitos/ovario. Similar a los
reportados por Vasquez et al., (2015) en alpacas (61.00% de
ovocitos viables con 10.00 * 7.01 ovocitos/ovario).

realizé

Uno de los factores que afecta la calidad de los ovocitos es el
tiempo de transporte del ovario, tal como lo reportaron Holt y
Pickard, (1999) con largos periodos de transporte a 35-38°C
ocurre la autolisis celular en los ovarios o cuando se transporta
a bajas temperaturas (refrigeracién) (Arriaga et al, 2014)
afectando la calidad de ovocitos.

La tasa de clivaje es el primer indicador de la produccién de
embriones in vitro, que expresa el éxito de la fecundacién de
los ovocitos. Sin embargo, en camélidos existen un bajo nimero
de publicaciones con el uso de agentes capacitantes,
determinando tasa de clivaje. Algunos trabajos, Huanca et al.,
(2014) reportaron utilizando 15.6% de divisién a 72 horas
para ovocitos madurados por 36 horas y fecundados con
adicién de PHE + Heparina como agente capacitante. Asi
mismo, Quispe et al,, (2019) reportaron tasas de clivaje de
22.4%. Aunque, Terreros et al., (2015) reportaron tasas de
clivaje de fecundaciéon 47% y 27% evaluados a las 72 horas
post fecundacién con espermatozoides congelados en
dimetilsulfoxido (DMSO) y Glicerol, respectivamente. La
similitud o diferencia de tasa de clivaje a nuestro trabajo
posiblemente puede deberse a varios factores protocolo y
medios MIV y FIV, método de seleccion espermdtica, etc.

En bovinos y ovinos, la técnica de FIV estd mds estandarizada,
por ello que varias publicaciones reportan tasas de clivaje de
82.3% (Ahuja et al., 2009) y 50.0% (El-Shahat et al., 2017)

35

Los embriones de alpacas en distintas etapas de desarrollo se
pueden visualizar en figura 1. La tasa de produccién in vitro
de mérulas en el presente estudio se alcanzé hasta
35.3012.64% con el tratamiento PHE+Heparina. Respecto al
porcentaje de mérulas con PHE (35%) no se encontraron
reportes ni publicaciones en alpacas. Sin embargo, Contreras
et al.,, (2014) en alpacas, con el uso de Heparina reportaron
15.80% de mérulas con espermatozoides seleccionado por
Percoll y Pérez et al., (2017) reprtaron16.5% de mérulas
utilizando el método Swim-up, estos resultados son inferiores a
los encontrados en el presente estudio, esto posiblemente se
deba a la técnica de seleccién espermdtica y el método de
aspiracién folicular en la recuperaciéon de ovocitos. Brogliatti
et al. 2000 citado en Gomez, et al., (2013) sugieren que los
ovocitos de alpacas serian mds sensibles a la aspiracién
folicular, ya que este método provocaria dafios a nivel de los
cimulos del COC’s, de esta manera afectan la calidad de los
ovocitos.

Figura 1. Embriones de alpaca producidos in vitro (200X). A)
Clivaje, B) Mérula temprana, C) Mérula compacta D) Blastocisto
temprano, E) Blastocisto.

La tasa de blastocistos en nuestro estudio tuvo como valor
méximo 6.34%, esto podria haber sido afectado por factores:
Composiciéon de medios de cultivo, manejo de los embriones y
protocolo aplicado. Utilizando Heparina, Contreras et al.
(2014) reportaron 8.4% de blastocistos, Asimismo, utilizando
PHE + Heparina, Pérez et al. (2017) reportaron 6.4% de
blastocistos, los dos son similares a los reportes de este estudio.

En bovinos, la tasa de blastocisto reportada es bastante
superior 19,3% (Pahuara y Naveros, 2014) y 18.8% (Urrego
et al., 2008) con el uso de heparina y PHE + Heparing,
respectivamente en medio FIV. Siendo otra diferencia el uso de
medio de cultivo CR1aa.

Obtener embriones de excelente calidad en alpacas es un reto
de los laboratorios de FIV, puesto que es un factor primordial
para tener la capacidad de implantacién de los embriones
transferidos. Tener en cuenta que los embriones producidos in
vitro son mds sensibles que los producidos en vivo. Para
maximizar la tasa de prefiez es muy importante transferir
embriones de excelente y buena calidad, esto quiere decir,
que un embrién deberia tener la integridad de la membrana,
masa embrionaria esférica y simétrica, con blastémeros
uniformes en cuanto a tamafio, color y densidad. En camélidos,
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hay pocas publicaciones donde clasifican la calidad
morfolégica de los embriones. Cardenas et al. (2015) en
vicufias recuperaron in vivo embriones con 55.56%, 44.44% y
11.11% de excelente, buena y regular calidad cuyo tamafio
promedio fue de 454.40192.13uym, 2200%129.1ym y
2800Um respectivamente. Similar respuesta publicaron
Pacheco et al. (2016) de 57.2% de embriones de calidad
excelente y 23.8% de embriones de calidad buena en
alpacas.

CONCLUSION

Con el uso de los agentes capacitantes PHE y Heparina en
medio de fecundacién se obtuvo mayor porcentaje de clivaje,
mérulas, blastocistos y correspondia a una mayor proporcién
de calidad excelente.
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