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INTRODUCCION

La alpaca, es un camélido sudamericano, apreciado por las comunidades altoandinas del Peru,
muchas familias dependen de la produccién de la carne y fibra de alta calidad que les
proporciona esta especie *. La reproduccion se lleva a cabo principalmente a través de la monta
natural, donde el apareamiento ocurre de manera instintiva 2. De este apareamiento alrededor
del 20% no prefian, alargandose el intervalo entre partos y en consecuencia se obtiene pocas
crias 3; 4 0 5 crias en su vida productiva *. A estas limitaciones se suma la crianza tradicional
sin mayor manejo reproductivo donde alpacas machos y hembras permanecen juntos todo el

afio %8,

Se adoptaron técnicas de reproduccién asistida para acelerar el proceso de mejoramiento
genético, seleccionando caracteristicas deseables y aumentar la productividad de la alpaca %7,
Entre ellos se ha adoptado programas de produccidn in vitro de embriones las cuales constan
de tres etapas esenciales: maduracion del ovocito in vitro, fertilizacion del ovocito in vitro y
cultivo in vitro de embriones 8 En los camélidos sudamericanos los estudios sobre la
biotecnologia reproductiva estan en etapas iniciales en comparacion con otras especies °, por lo

que, aun enfrentan desafios técnicos y bioldgicos °.

La suplementacion de los medios de maduracién con gonadotropinas asegura la capacidad de
producir buenas tasas de maduracion, fertilizacion y divisiones tempranas. Aquellos gue son
madurados en ausencia de gonadotropinas presentan bajas tasas de desarrollo embrionario, esto
debido a la ausencia del estimulo hormonal, que es fundamental para la reanudacion de la
meiosis. Por tanto, la hormona foliculoestimulante (FSH), muestra efecto positivo sobre la
maduracion in vitro, la fertilizacion y el desarrollo embrionario en bovinos . Este efecto
posiblemente es porque la FSH participa en la maduracion in vitro a nivel de las células
del cumulo, provocando la sintesis de acido hialurénico y la expansion de estas células, lo
que ayuda la capacitacion de los espermatozoides, lo que mejora la fertilizacion y el desarrollo
embrionario *2. Ademas, las concentraciones de FSH especificas en la maduracion in vitro de
ovocitos de alpaca, aun no estan determinadas *; en consecuencia, es importante realizar
estudios referidos a probar diferentes concentraciones de FSH en procesos de produccion de

embriones in vitro en alpacas.
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El presente estudio, trata sobre el uso de dos concentraciones de la hormona foliculo
estimulante, suplementada en medio de maduracion in vitro de ovocitos, y su efecto en el

cultivo in vitro de embriones expresada como tasa de blastocistos de alpacas a 7 dias.
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RESUMEN

La aplicacion de la biotecnologia reproductiva en alpacas es poca estudiada, aun mas la
produccion de embriones in vitro. El objetivo de este estudio fue evaluar dos concentraciones
de hormona foliculo estimulante (FSH) suplementadas en medio de maduracion in vitro de
ovocitos sobre la tasa de blastocisto en alpacas. Los ovarios fueron colectados de alpacas
sacrificadas en el matadero. Los ovocitos fueron recuperados de foliculos ovaricos y
clasificados en tres categorias, los de categoria A y B fueron cultivados. Los ovocitos se
agruparon en dos tratamientos (T), T1: 0.05 Ul/mL; T2: 0.10 Ul/mL de FSH los que fueron
suplementados al medio de maduracién in vitro, luego fertilizados y cultivados in vitro como
presuntos cigotos, pasado 7 dias, los embriones fueron evaluados mediante observacién de la
morfologia utilizando estereomicroscopio. El resultado de la tasa de blastocisto fue similar (P
> 0.05) entre T1 (22.32%) y T2 (24.23%). En conclusion, se puede utilizar 0.05 0 0.10 Ul/mL
de FSH vy lograr una tasa de blastocisto alrededor del 20% en cultivo in vitro de embriones de

alpaca.

Palabras clave: blastocisto, FSH, maduracion, embrion.
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ABSTRACT

The application of reproductive biotechnology in alpacas is little studied, even more so the
production of in vitro embryos. The objective of this study was to evaluate two concentrations
of follicle-stimulating hormone (FSH) supplemented in in vitro oocyte maturation medium on
the blastocyst rate in alpacas. The ovaries were collected from alpacas slaughtered at the
slaughterhouse. The oocytes were recovered from ovarian follicles and classified into three
categories, those of category A and B were cultured. The oocytes were grouped into two
treatments (T), T1: 0.05 IU/mL; T2: 0.10 IU/mL of FSH, which were supplemented to the in
vitro maturation medium, then fertilized and cultured in vitro as presumptive zygotes. After 7
days, the embryos were evaluated by observing the morphology using a stereomicroscope. The
result of blastocyst rate was similar (P > 0.05) between T1 (22.32%) and T2 (24.23%). In
conclusion, you can use 0.05 or 0.10 IU/mL of FSH and achieve a blastocyst rate of around

20% in vitro culture of alpaca embryos.

Keywords: blastocysts, FSH, maturation, embryo.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Descripcion del problema

La alpaca es una especie economicamente importante para las comunidades altoandinas,
enfrenta varios problemas reproductivost. Aunque existen muchas tecnologias de
reproduccion asistida, son poco empleadas en camélidos, ya sea por falta de conocimiento
0 porque la biotecnologia reproductiva todavia no esta bien desarrollada a diferencia de
otras especies como los ovinos y bovinos °. Por otro lado, la reproduccion de las alpacas
se lleva principalmente a través de monta natural, donde el apareamiento ocurre de
manera instintiva 2. De este apareamiento alrededor del 20% no prefian, alargandose el
intervalo entre partos y en consecuencia se obtiene pocas crias *; 4 0 5 crias en su vida
productiva *. Ademas, los productores alpaqueros utilizan sistemas de produccion
tradicionales, lo que dificulta la seleccion de las caracteristicas deseadas para mejorar la
productividad >

La produccion in vitro de embriones en alpacas se encuentra en etapas iniciales, los
medios de maduracion in vitro no estan estandarizadas como ocurre para las otras especies
animales. La suplementacion de las gonadotropinas en medio de maduracion sigue siendo
un tema de investigacion ’, lo que refleja en el bajo recuento de blastocistos en camélidos
8. En otras especies la FSH se utiliza para mejorar los procesos de produccion de
embriones in vitro . Sin embargo, su uso en alpacas no ha sido estudiado

suficientemente.

La falta de conocimiento béasico sobre el uso de la FSH y sus concentraciones en
maduracion in vitro, limita la capacidad de mejorar la produccion de embriones in vitro.
Todavia no estan claros los protocolos de produccion embriones, por esa razén, ain no
hay alpacas nacidas bajo esta tecnologia. Estas limitaciones, afectan el mejoramiento
genético de las alpacas, porque esta herramienta de produccion de embriones in vitro para
el progreso genético rapido no esta bien desarrollada. En consecuencia, los mejores

animales no se pueden usar masivamente para reproduccion animal, aspecto que limita
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usar los mejores reproductores para producir mejor fibra y carne de camélidos. De esta

forma, los productores camélidocultores son desfavorecidos.

Enunciado del problema

1.2.1

1.2.2

1.2.3

Problema general

¢Cual es el efecto de dos concentraciones de hormona foliculo estimulante,
suplementadas en el medio de maduracién in vitro de ovocitos, sobre tasa de

blastocisto en alpacas?
Problemas especificos

e ;Cual es el efecto de la suplementacion de 0.05 Ul/mL de la hormona
foliculo estimulante en el medio maduracion in vitro de ovocitos, sobre tasa
de blastocisto en alpacas?

e Cudl es el efecto de la suplementacién de 0.10 Ul/mL de la hormona
foliculo estimulante en el medio maduracién in vitro de ovocitos, sobre tasa

de blastocisto en alpacas?
Justificacion de la investigacion

La importancia del uso de la tecnologia de la produccion de embriones in vitro,
a pesar de sus limitaciones, orienta al uso de los mejores animales de alto valor
genético para la produccion alpaquera, de tal forma se obtenga mayor calidad de
fibra y carne en favor de los camelidocultores, esta produccion ayudaria a
mejorar la economia familiar y comunal rural. La adopcién de reproduccion
asistida puede mejorar la reproduccién y acelerar el mejoramiento genético
seleccionando las caracteristicas genéticas deseables y aumentar la

productividad de las alpacas 2.

Acortar los tiempos generacionales de las alpacas, ayuda a obtener mayor
cantidad de crias por vida reproductiva de los animales, esta posibilidad ofrece
la tecnologia de la produccion de embriones in vitro. Esta evidenciado que los
medios de cultivo en la maduracion in vitro, fertilizacion in vitro y cultivo de
embriones in vitro, afectan las tasas de cada una de ellas. En efecto, mejorar la
tasa de maduracion in vitro de ovocitos de alpaca utilizando diferentes
concentraciones de FSH, coadyuvaria los conocimientos basicos para mejorar la

tasa y calidad de los blastocistos de las alpacas. Por lo que, es importante lograr

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



- 7 de 40 -
la composicién y condiciones adecuadas de cultivo que permitan la expresion

completa del desarrollo embrionario y mejorar las tasas de blastocisto 81° .

Las gonadotropinas desempefian un papel fundamental en el crecimiento
folicular y maduracion meiéGtica de los ovocitos ’. El efecto de las
gonadotropinas en un entorno de cultivo in vitro y la importancia de encontrar
una concentracion equilibrada en el medio de cultivo sigue siendo tema de
estudio’. En alpacas, la FSH se utilizd sola o en combinacion con otras
gonadotropinas en diferentes concentraciones, teniendo resultados variables
1617 Por las consideraciones anteriores, hay necesidad de investigar la
suplementacidn de varias concentraciones de FSH en la maduracién de ovocitos

in vitro y sus efectos en la tasa de blastocistos de alpaca.
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CAPITULO II
OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1 Objetivos de la investigacion
2.1.1  Objetivo general

Evaluar los efectos de dos concentraciones de la hormona foliculo estimulante,
suplementadas en medio de maduracion in vitro de ovocitos, sobre la tasa de

blastocisto en alpacas.
2.1.2  Objetivos especificos

e Determinar el efecto de la suplementacién de 0.05 Ul/mL de la hormona
foliculo estimulante, en medio de maduracion de ovocitos, sobre la tasa de
blastocisto de alpaca cultivados in vitro.

e Observar el efecto de la suplementacion de 0.10 UI/mL de la hormona foliculo
estimulante, en medio de maduracion de ovocitos, sobre la tasa de blastocisto

de alpaca cultivados in vitro.
2.2 Hipdtesis de la investigacion
2.2.1 Hipotesis general

El efecto de la concentracién de 0.05 UlI/mL de hormona foliculo estimulante es
similar a la concentracién de 0.10 Ul/mL, cuando se suplementa en medio de

maduracion in vitro de ovocitos, sobre la tasa de blastocisto en alpacas.
2.2.2 Hipotesis especificas

e Con la suplementacién de 0.05 UI/mL de hormona foliculo estimulante, en el
medio de maduracion in vitro de ovocitos, se obtiene 15% de tasa de
blastocisto en alpacas.

e Con lasuplementacién de 0.10 UI/mL de hormona foliculo estimulante, en el
medio de maduracion in vitro de ovocitos, se alcanza 20% de tasa de

blastocisto en alpacas.

MICAELA BASTIDAS
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2.3 Operacionalizacion de variables
Tabla 1
Operacionalizacién de variables.
Variables Indicador
Independiente
Concentracion de FSH Concentraciones de 0.05 y 0.10 UI/mL de la FSH.
Dependiente
Tasa de blastocisto Numero de blastocistos observados en el dia 7 de cultivo in

vitro de embriones de alpaca.

MICAELA BASTIDAS
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO REFERENCIAL

3.1 Antecedentes

a)

b)

En un estudio realizado por Quispe et al. 3 se evaluo la influencia de la FSH junto con
otras gonadotropinas, hormona luteinizante (LH) y la gonadotropina corionica equina.
Us6 0.25 ug/mL de FSH en el medio de maduracion. El objetivo fue evaluar la
influencia de estas hormonas sobre la maduracion in vitro de ovocitos y segmentacion
de embriones de alpacas. Para la maduracion in vitro se utilizé ovocitos de grado A 'y
B. Los resultados mostraron mayor tasa de embriones en el tratamiento combinado de
tres hormonas logrando 22.4%, y 17% con la combinacion de FSH y LH. Se concluy6
que la combinacion de gonadotropinas tiene un efecto positivo sobre la tasa de
segmentacion de embriones de alpaca.

Landeo et al. *8, realizaron un estudio con alpacas con el objetivo de comparar la calidad
morfoldgica y la competencia de desarrollo in vitro de complejos cimulos-ovocitos de
alpacas vivas versus alpacas sacrificadas. Para la recoleccion de ovocitos se utilizo la
técnica de aspiracién manual de ovarios recolectados en el matadero y para hembras
superestimuladas se usé el método recuperacion de ovocitos OPU (Ovum Pick Up). Los
ovocitos recolectados en el matadero se seleccionaron de grado I-111, se maduraron en
un medio de maduracion in vitro con 0.5 ug/mL de FSH durante 26 h y se fertilizaron
con espermatozoides frescos de alpaca. Los cigotos fueron cultivados durante 7 dias.
Dando como resultado 39.3% de blastocisto. La calidad morfolégica fue mayor de
aquellos ovocitos de matadero, pero se observé mejor potencial en los ovocitos
obtenidos de alpacas vivas.

Otro estudio examind los efectos de los cigotos de alpaca cultivados in vitro e in vivo.
Para ello, se utilizaron ovocitos de animales que habian sido sacrificados en el camal y
transportados al laboratorio. En el medio de maduracion in vitro se administré
gonadotropina coridnica equina (eCG) 2 Ul/mL y gonadotropina coriénica humana
(hCG) 10 UI/mL. La evaluacion se realiz6 42 horas después de la fecundaciéon. Para el
cultivo in vitro se utilizd 30 cigotos para cultivo in vivo se utilizé 32 cigotos. Se evalu6
a las 120 h después de la fertilizacion y se observaron 8 (7.3%) blastocistos in vitroy a
las 168 h se observaron 7 (6.4%) blastocistos in vivo en el oviducto de las alpacas
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receptoras. Al finalizar en el cultivo in vitro se observo que los embriones se
encontraban en diferentes estadios, algunos experimentaban un proceso de
degeneracion y deformacion. Los cigotos cultivados in vivo mostraron resultados méas
consistentes *°,

d) Mamani en el 2022 ? evalué hasta el estadio de blastocisto la influencia de los factores
embriotroficos de desarrollo epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF-1) y la tension de oxigeno en el desarrollo in vitro de ovocitos de alpaca.
los ovocitos fueron recolectados de animales sacrificados. La maduracion se hizo por
32 horas y en el medio se us6 gonadotropinas como la hormona foliculo estimulante y
la hormona luteinizante. La fertilizacion se hizo con semen fresco y se cultivo por 48
horas. Sus resultados muestran 14.1% de blastocistos con EGF a una tension de oxigeno
al 6%.

e) Se examinaron la tasa de maduracion y el desarrollo de los embriones creados por
fecundacién in vitro a diferentes tiempos para el cultivo in vitro de ovocitos en Ilamas.
Se recogieron 672 ovocitos, que maduraron en 28, 36 y 42 horas respectivamente.
Obteniendo el resultado mas alto en tasa de blastocisto a las 42 horas resultando en un
12.5% de desarrollo seguido de 11.6 a las 36 horas de maduracién. Concluyendo asi que
estos dos tiempos de maduracion son mejores que aquellos que fueron madurados en

menos tiempo 2°.
3.2 Marco teorico
3.2.1 Generalidades de la alpaca

La poblacion de alpacas en Pert segin CENAGRO del 2012 2, reporto mas de 3
millones de alpacas, y en el 2022 MIDAGRI reporto 4.8 millones de alpacas, siendo
el mayor productor de esta especie ?2. En el Per( la alpaca es altamente valorada por
que cumple un rol importante en la economia de las comunidades alto andinas, siendo
la carne y la fibra de alta calidad como la principal fuente de ingresos 2. Desde el
reporte de la primera gestacion mundial de llamas y alpacas, los cuales fueron
producidos mediante fertilizacion in vitro 1524, ha motivado a muchos investigadores
a producir crias vivas mediante la transferencia de embriones. En el 2016, Landeo et
al. reporto una cria nacida viva de llama luego de 15 transferencias entre ellos 9
embriones de alpaca y 6 de llama con receptoras llamas. Demostrando que es posible
obtener crias vivas de los camélidos sudamericanos mediante produccién in vitro de

embriones 24,
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3.2.2 Produccion de embriones in vitro

Todo el proceso de la produccién de embriones consta de tres etapas, que son la

maduracion in vitro, fecundacion in vitro, y cultivo de los posibles cigotos 2°.
3.2.2.1 Maduracion in vitro

Esta es una técnica mediante la cual los ovocitos son removidos del foliculo
y son cultivados en medios especiales que les otorgue condiciones
apropiadas que ayuden a alcanzar hasta su estadio de metafase Il y puedan
seguir con sus funciones para la fecundacion y el desarrollo embrionario.
Existen diferentes medios para la maduracion in vitro de ovocitos, en su
composicion presentan una mezcla de sales organicas, vitaminas, glucosa,
amino&cidos, entre otros. ElI medio mas usado es el TCM-199, el cual ha
presentado mejores resultados. Ademas de la adicidn de sustratos exdgenos
que influyen en la maduracion, a este medio también se afiade las
gonadotropinas, que mejoran las tasas de maduracion, fertilizacion y la
capacidad de desarrollo de los embriones in vitro 2°.

3.2.2.2 Fecundacién in vitro

La fecundacion in vitro es una técnica asistida que consiste en el co-cultivo
de espermatozoides y 6vulos en condiciones controladas para dar inicio el
desarrollo de un embridn, para esto los espermatozoides deben cumplir
ciertos requisitos como: estar vivos, tener movilidad y la morfologia normal
27 Para lograr una fecundacion in vitro exitosas ambos gametos deben ser
debidamente preparados, Los ovocitos deben estar en metafase Il y los
espermatozoides deben capacitarse, clasificarse y lavarse antes de ser
cultivados con los ovocitos 28, La fertilizacion in vitro ofrece la posibilidad
de obtener embriones a un costo bajo con fines de estudio o propositos

comerciales 2°.
3.2.2.3 Cultivo de embriones in vitro

El cultivo embrionario es el paso mas prolongado de la produccion in vitro
de embriones, incluye todo un conjunto de técnicas, protocolos y equipos
que simulen las condiciones naturales en las cuales se desarrollan los
embriones para lograr resultados eficientes 2. Ademas, es el momento en el
que el porcentaje de pérdidas es mayor. Esto puede atribuirse a variables

como los componentes del medio de cultivo, la temperatura, la osmolaridad,
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el pH, los gases del incubador, el tiempo y las condiciones de cultivo. Estos
factores tienen un impacto significativo en el desarrollo de los embriones,
determinando los cambios responsables de su menor calidad en

comparacion con los embriones cultivados in vivo 2,
3.2.3 Medios de cultivo

En los medios de cultivo se utilizan formulas similares de compuestos energéticos,
como la glucosa, el lactato o el piruvato. Entre ellos se incluyen vitaminas,
antioxidantes, agentes quelantes, hormonas o factores de crecimiento, antibioticos,
macromoléculas biologicas como la albimina de suero bovino y macromoléculas

sintéticas como el alcohol polivinilico *°.
3.2.3.1 Medio béasico de maduracion TCM-199

El medio de cultivo celular (TCM-199) es uno de los medios mas utilizados
para el cultivo de ovocitos y embriones de diversas especies domesticas. La
ventaja de este medio es el alto contenido de aminoécidos, vitaminas y
estimulante del crecimiento. Este medio también contiene tampdn Hepes,
un medio tamponado de fosfato-bicarbonato, para mantener el pH optimo y
temperatura 6ptima para la mayoria de las células cultivadas. Se ha descrito
concentraciones Optimas de tampon Hepes, 25 mM en medio de cultivo,
teniendo concentraciones méas bajas el efecto amortiguador es menor y

siendo tdxica en concentraciones mayores 3.
3.2.3.2 Macromoléculas

El suero fetal bovino méas cominmente usado se obtiene de la sangre, el cual
pasa por un tratamiento de calor para inactivar su sistema complemento de
lisis celular. Se trata de un complejo suplemento usado en la produccién in
vitro de embriones, este suplemento contiene proteina, factores de
crecimiento, hormonas, aminoécidos, glucosa, inhibidores y tripsina, lipido
entre otros 3!, La albumina sérica bovina es una proteina plasmatica de
caracter acido, soluble en agua. Debido a los grupos reactivos de su
molécula, es capaz de unirse a diversas sustancias, como hormonas, acidos
grasos, etc., y transportarlas a los 6rganos a los que estan destinadas en la
sangre. Las dos proteinas mas comunes en el liquido oviductal son la
inmunoglobulina G y la inmunoglobulina A%, Tanto el suero como la

albumina sérica bovina tiene un rol similar como suplemento proteico.
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Ademas de nutrir también protege de los efectos tdxicos asociados a
cambios de pH, presencia de metales pesados, endotoxinas y actividad de
protedlisis 2.

3.2.3.3 Antibioticos

Los antibidticos utilizados para la produccion de embriones in vitro deben
ser compatibles con los ingredientes del medio de cultivo. Deben ser
atoxicos, capaces de inhibir y controlar la contaminacién bacteriana y
fangica sin alterar la osmolaridad ni el pH del medio. La penicilina G (50 a
100 Ul/ml), la estreptomicina (50 a 100 g/ml) y la kanamicina (100 g/ml)
son los farmacos mas utilizados. Para el control fungico, también se utilizan

la micostatina (50 U/ml) o la anfotericina B (0,25 g/ml) 3.
3.2.3.4 Aminoéacidos

Los aminoacidos desempefian un papel crucial en el control del desarrollo
embrionario; son incorporados por determinados transportadores de
membrana, que se regulan en funcién de la fase de desarrollo o en respuesta
a sefales externas. Mientras que los aminoacidos esenciales mantienen a los
embriones con mas de ocho células, los aminoacidos no esenciales
favorecen el desarrollo en las primeras fases. Los requisitos Unicos de las
celulas embrionarias causan esta diferencia en la utilizacion de
aminoéacidos: las células del trofoblasto, que constituyen la placenta fetal,
prefieren los aminoacidos esenciales y la glutamina, mientras que la masa

celular interna, que produce el feto, favorece los aminoacidos no esenciales
29

3.2.3.5 Hormonas

La suplementacion de los medios con hormonas tiene como base lo que
ocurre in vivo, las mas comunmente usadas son la LH y la FSH. Ambas
hormonas tienen un rol importante en el desarrollo folicular del ovocito,
estos aumentan la capacidad de desarrollo de los ovocitos maduros en
medios libres de sueros reanudando la meiosis del ovocito para que alcance

la metafase 11 %2,
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3.2.4 Hormonas gonadotropicas

Las gonadotropinas desempefian un papel importante en el crecimiento folicular, la
maduracion meidtica, influencia en el contenido y la capacidad de la sintesis de
proteinas  y son necesarias para promover un desarrollo adecuado de los embriones
en un entorno de cultivo in vitro %. Para lograr un mas éxito en el proceso, es esencial
suplementar el medio de maduracién con concentraciones que permitan a la
reanudacion de la meiosis sin provocar anomalias cromosomicas’. Las
gonadotropinas en el medio de maduracion se administran de forma individual o
combinada, con el objetivo de simular condiciones similares a las que ocurren de
forma natural en el ciclo reproductivo de los animales *°.

La FSH y la LH cominmente usadas son hormonas glicoproteicas producidas y
liberadas por la hipofisis anterior y liberadas al torrente sanguineo para llegar a su
6rgano diana que son las gonadas *'. Se encargan de regular la funcién de las gonadas
femeninas y masculinas . En la fase folicular estimulan el desarrollo folicular
asegurando la proliferacién de las células de la granulosa a través de la FSH. Si la
estimulacion gonadotrdpica es insuficiente, el desarrollo de foliculo no continda, sino
que permanece en la fase antral temprana. En estas fases antrales la FSH es

fundamental para el crecimiento folicular, previniendo la atresia folicular .
3.2.4.1 Hormona foliculo estimulante

La hormona foliculo estimulante (FSH) es secretada por la glandula
pituitaria anterior“®, su funcion principal es la estimulacion de la maduracion
del foliculo, aunque las etapas iniciales se producen en ausencia de esta, es
necesario para completar su maduracién y dar lugar a la ovulacion. En
condiciones naturales, la hormona FSH se encarga del crecimiento folicular,
permite la divisién celular de la capa de la granulosa y formacién de la

cavidad antral L.

El mecanismo de accién que se produce in vivo es la base para utilizar la
FSH en la maduracion in vitro*2. La FSH es responsable de la formacion de
células del cumulus a través de la sintesis de piruvato y &cido hialurénico 43
mediante la adicion de suero fetal. En el cultivo in vitro, esta hormona
desempefia una funcion importante. Promueve la maduracién vy
proliferacion de las células de la granulosa directamente asociadas al
ovocito, estimula la secrecién de progesterona y estradiol, y estimula la

secrecion de estrogenos a través de la induccion de receptores de LH 2.
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Ademas, mantiene la morfologia normal del ovocito y de las células de la

granulosa 263,

En los camélidos sudamericanos, la FSH en los medios de maduracion ha
sido utilizada en diferentes concentraciones, individual o en combinacion
con otras hormonas, como en alpacas 0.5 ug/mL individualmente 24 o en
combinacién 0.5 ug/mL de FSH mas 10 ug/ml de gonadotropina corionica
humana * y en llamas se utiliz6 0.5 ug/mL de FSH *°, 0.02U1/mL de FSH
20- en dromedarios se reportaron concentraciones de 1 ug/mL de FSH %6, 10
ug/mL de FSH #", 10 mg/mL FSH *,

3.2.4.2 Hormona luteinizante

In vivo, la hormona luteinizante (LH) provoca la ruptura del foliculo, lo que
conduce a la ovulacion. Gracias a esta hormona, el cuerpo lateo crece y

empieza a segregar progesterona, una hormona esencial para el embarazo®’.

La hormona liberadora de gonadotropina estimula la liberacion de la
hormona luteinizante; esta hormona se secreta y se sintetiza en los granulos
secretores. Cuando se genera un pulso de GnRH, la hipdfisis responde con

un pulso de LH. La LH aumenta con la frecuencia de secrecion de GnRH °.

En la produccién in vitro esta hormona se usa por su efecto de producir la
reanudacion mei6tica por lo tanto la reanudacién espontanea de la
maduracion. Ademas, se ha demostrado que las concentraciones elevadas
de LH mejora la viabilidad de los ovocitos madurados in vitro, en bovinos
se puede usar hasta 100 Ul/mL durante la maduracion sin comprometer el

desarrollo embrionario .
3.2.5 Composicion estructural de las gonadotropinas

Las hormonas FSH, LH, hCG y eCG pertenecen a un grupo de hormonas que
comparten una estructura molecular similar. Estas hormonas se generan a partir de
una subunidad alfa, la cual es idéntica en una especie animal especifica, y una
subunidad beta que es Unica para cada hormona. Las dos subunidades estan unidas
por enlaces disulfuro. Los carbohidratos asociados a estas glicoproteinas pueden
variar segun la edad, la estacion o el estado fisiolégico, lo que se conoce como
microheterogeneidad. Este fendmeno ha cobrado relevancia recientemente, ya que se
ha descubierto que la vida media o la actividad biolégica de una hormona puede verse

influenciada por el tipo de carbohidratos presentes en su estructura molecular #°.
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La FSH es una glicoproteina producida por las células basofilicas de la glandula
pituitaria anterior. Similar a otras glicoproteinas como la LH, TSH y HCG, la FSH
estd formada por dos subunidades denominadas alfa y beta. Las hormonas de este
tipo, que poseen una subunidad beta, presentan una estructura bastante similar, lo que
hace que las propiedades biologicas e inmunoldgicas de cada una dependan

exclusivamente de su subunidad beta °.
3.2.6 Desarrollo de embriones
3.2.6.1 Segmentacion o division embrionaria

La segmentacion o division embrionaria es un proceso que tiene lugar tras
la fecundacion, en el cual los cigotos experimentan multiples divisiones
mitéticas. Durante estas divisiones, cada célula hija, conocida como
blastomero, recibe un conjunto completo de cromosomas sin que se
produzca un aumento en la masa celular. Esta serie de divisiones continla a
lo largo del periodo de pausa. Al principio, las divisiones ocurren de manera
simultanea en todos los blastomeros; sin embargo, una vez que se rompe
esta sincronizacion, los blastomeros comienzan a dividirse de forma
independiente. Cuando el embridn cuenta con entre 9 y 16 blastdmeros, se

le denomina morula 2,
3.2.6.2 Mbrula

La morula compacta, que se puede observar tras 5 a 6 dias de cultivo,
contiene aproximadamente entre 32 y 64 blastomeros. Estos blastomeros
estan fuertemente unidos, formando una masa densa que ocupa entre el 60
y el 70% del espacio previtelino. Aunque los blastomeros mantienen su
potencial, la compactacion es una sefial distintiva de la diferenciacion

embrionaria 2.
3.2.6.3 Blastocisto temprano

El blastocisto temprano se puede observar alrededor de los 7 dias, y en esta
etapa, el nimero de blastomeros es de aproximadamente 100 a 200 células.
Este desarrollo se caracteriza por el inicio del intercambio de liquidos en las
células trofoectodérmicas o trofoblastos, lo que lleva a la formacion de una
cavidad interna conocida como blastocele, y da lugar a la aparicion de un

anillo sellado 2.
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3.2.6.4 Blastocisto expandido

En los dias 7 a 8 luego del cultivo se puede observar un blastocisto
agrandado, con mas de 200 células. El diametro aumenta significativamente,
lo que causa que la zona pelucida adelgace y el aumento de presién por el

crecimiento del blastocisto provoca la ruptura, dando lugar a la protrusion
51

3.2.6.5 Blastocisto protruido

Entre los dias 8 y 9, se puede observar un blastocisto que contiene entre 200
y 800 celulas. En esta etapa, los embriones se han desprendido de la zona
peltcida. La forma del blastocisto puede ser redonda, con un blastocele bien
definido o en estado colapsado. Es posible transferir blastocistos maduros,
pero al estar sin zona pellcida son fragiles y pegajosos, por tal razén es mas

comun transferir estadios de morulas tempranas a blastocistos .
3.2.7 Evaluacion embrionaria

La evaluacion embrionaria es importante, porque indica la viabilidad del embrion
antes de la transferencia. La mayoria de los protocolos se basan en las normas
estandares desarrollados por el instituto de trasferencia de embriones *X. Un embrion
con un buen pronostico de implantacion alcanzara el estadio de blastocisto el dia 5 o
6, pero esto depende del sistema de cultivo empleado. Los embriones de desarrollo
lento alcanzan esta etapa el dia 7 o incluso el dia 8. En bovinos generalmente es en 7
dias 2.
3.2.7.1 Evaluacion morfoldgica

Los pardmetros evaluados incluyen el tamafio, la forma y el grado de

compactacién de la masa celular interna, el nivel de expansion del

blastocele, y la estructura de las células del trofoectodermo .
3.2.7.2 Grado de expansién de blastocele

La expansion del blastocele suele estar relacionada con una adecuada
maduracion trofoblastica y una buena tasa de implantacién. Este parametro
es de dificil catalogacion porque depende del tiempo, méas aun del estadio
de colapso blastocélico. Si se observa, la evaluacion debe retrasarse unas

horas porque frecuentemente suele recuperar su morfologia en pocos
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minutos y en pocas horas el blastocisto puede expandirse significativamente

debido al adelgazamiento de la zona pelGcida *.
3.2.7.3 Laestructura de las células del trofoectodermo

La pared del blastocele o cavidad del blastocisto esta formada por una sola
capa de células cohesivas. El epitelio homogéneo con células elipticas, el
epitelio irregular, el epitelio irregular con células escasas y el epitelio
irregular con células escasas se clasifican en funcion del nimero, la forma
y el grado de cohesion. La calidad morfologica del trofoectodermo
representa una buena tasa de implantacion siempre que la morfologia de la

masa celular interna sea normal >°.
3.2.7.4 Clasificacion de la calidad embrionaria
Gibbons et al. ¢ y Souzaetal. 3 clasifican la calidad de embriones en:

Grado | (Excelente). Embrion ideal con masa embrionaria simétrica y
esférica, con blastomeros de tamafio, color y textura uniforme. Los
blastdbmeros son claramente visibles y la zona pellcida est4 intacta. No

existen defectos visibles.

Grado Il (Bueno). EI embrion tiene una pequefia cantidad de vesiculas y
muy pocos blastomeros separados de la masa celular; ademas, presenta
irregularidades moderadas en cuanto a tamafio, color y densidad. Su forma

puede ser un poco impredecible.

Grado 111 (Regular). Los detritus celulares, la forma irregular, el color muy
oscuro o muy claro y/o el ligero agrietamiento de la zona pellcida son
defectos claros en la masa o el tamafio, el color y la densidad del embrion.

Hay vesiculas, blastomeros desprendidos y algunas células degeneradas.

Grado 1V (Malo). Ademas de retraso en el desarrollo, ruptura grave de la
zona pellcida -el embrién puede estar parcialmente fuera de ella-, forma
muy asimetrica, inclinacion a la desintegracion con granulacion y
vacuolizacion de los blastomeros, y defectos que corresponden al grado I11.
Se incluyen la degeneracién y los estadios de hasta ocho células. Este grupo

de embriones no puede transferirse.
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3.3 Marco conceptual

a) FSH: es una hormona hipofisiaria, que tiene como efecto la maduracion del ovocito. Se

b)

d)

9)

utiliza de manera fundamental en la produccion de embriones in vitro porque actda en
el mantenimiento de la morfologia normal del ovocito y en la proliferacion celular. Su

uso en la maduracion in vitro es porque se busca recrear lo que ocurre in vivo *.,

Blastocisto: es un embrion con desarrollo avanzado que se forma en el dia 7 del cultivo
in vitro, ademas representa una fase critica en el desarrollo inicial preparando el camino
para la implantacion. Tiene una estructura esférica y esta conformada por 200 células
organizadas en una masa interna, forma una cavidad donde acumula un liquido
denominada blastocele. Se forma a partir del cigoto como resultado de la fecundacién

in vitro %3,

Tasa: La proporcion de casos, frecuencias o sucesos de una categoria concreta con
respecto al nimero total de observaciones es un numero que se multiplica por 10,
normalmente 100 o 1000 *'.

Medio de cultivo: es una formula enriquecida, disefiada especificamente para el
crecimiento, mantenimiento y estudio de la produccion in vitro, contiene compuestos
proteicos y energéticos que son fundamentales para el desarrollo de los ovocitos sin

causar ningun tipo de alteracion %,

Maduracion in vitro: es unatécnica en la se realiza la maduracion de los ovocitos fuera
ambiente natural ovarico, esta técnica se realiza en condiciones controladas dentro de
un laboratorio, en un medio especial que contiene todo lo necesario como proteina,
energia y sustratos como aminoacidos, hormonas y una temperatura optima de tal modo

que no afecte al ovocito en su desarrollo y calidad &,

Fertilizacidn in vitro: es una técnica de reproduccion asistida que consiste en la union
del espermatozoide y el ovulo maduro en un ambiente controlado fuera del cuerpo de la

hembra ’.

Cultivo de embriones in vitro: es parte de la biotecnologia reproductiva que se usa
para investigar el desarrollo de embriones de calidad en un ambiente controlado para

luego hacer la transferencia de embriones a hembras receptoras previamente preparadas
59

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



-21de40-
h) Cigoto: es la primera célula diploide que resulta de la union de dos células sexuales,
espermatozoide y ovulo después de la fecundacion. El cigoto da inicio al desarrollo

embrionario mediante la division celular, formando un embrion ©°.
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CAPITULO IV
METODOLOGIA
4.1 Tipoy nivel de investigacion

Dado que el investigador interviene y altera la variable de estudio para observar los efectos,

el presente trabajo de investigacion es de tipo experimental .

El nivel de investigacion es explicativo ya que busca causas o razones de un fenémeno °2.
Explica el comportamiento de una variable en funcion de otra(s); por ser estudios de causa-

efecto .
4.2 Disefio de la investigacion

El disefio de la presente investigacion fue experimental. La misma que se caracteriza por
la manipulacion intencional de una o mas variables 654, Es importante precisar, el disefio
de investigacion se refiere a un conjunto de planes o estrategias de procedimiento para

obtener informacidn con el objetivo de responder al planteamiento de problema®.

Para la presente investigacion los ovocitos se recolectaron de alpacas sacrificadas en el
matadero, se evaluaron y clasificaron en tres categorias, de los cuales las de categoria Ay
B fueron seleccionados como aptos. Luego estos fueron distribuidos en dos grupos,
tratamiento 1 (T1) y tratamiento 2 (T2). A cada tratamiento se le administro diferente

concentracion de FSH como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 2

Distribucién de tratamiento de hormona foliculo estimulante.

Tratamiento Gonadotropina Concentracién
T1 FSH 0.05 Ul/ mL
T2 FSH 0.10 Ul/ mL

4.3 Poblacion y muestra

La poblacion estuvo compuesta por ovocitos de las alpacas beneficiadas del matadero de

Huancavelica. El método muestral fue no probabilistico, cuyo tamafio muestral fue por
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conveniencia compuesto por 640 ovocitos de categoria A y B aptos para cultivo in vitro de
ovocitos.

Procedimiento

Segun la Real Academia Espafiola %

, el término procedimiento se considera como
sinénimo de método, técnica, practica; mientras el instrumento se refiere a cosa o persona
de que alguien se sirve para hacer algo o conseguir un fin. Considerando las terminologias

mencionadas, los procedimientos del presente estudio se describen en el siguiente numeral.
Técnica e instrumentos
4.5.1 Coleccion de ovarios y recuperacion de ovocitos

Los ovarios fueron colectados de alpacas sacrificadas en el matadero, los que fueron
sumergidos a solucion fisiologica al 0.9% suplementada con antibiéticos, luego
fueron transportados al laboratorio a 37 °C. Al arribo, los ovarios fueron colocados
a vaso precipitado que contenia NaCl donde fueron lavados. Los ovocitos fueron
colectados mediante aspiracion utilizando jeringa de 10 mL con aguja de 21 G, todo
el contenido aspirado se colocd a tubos de 15 mL, luego el sedimento se colocd
sobre una placa Petri, con apoyo del estereomicroscopio se busco los ovocitos,
trasladando con micropipeta hacia otra placa Petri donde contenia solucion
tamponada (PBS) adicionada con albimina sérica bovina al 2%, alli se realiz6 el
lavado de los ovocitos en gotas de PBS en repetidas veces.

45.2 Evaluacion de ovocitos

La evaluacion de ovocitos se realiz6 en gotas de PBS sobre placa Petri sostenidas
sobre una platina térmica a 37 °C utilizando un estereomicroscopio. Los ovocitos
se agruparon, considerando la descripcion de Hawk y Wall ., en tres grupos,
categoria A considerado de buena calidad; categoria B, considerado de calidad
intermedia; categoria C de mala calidad. Los ovocitos de categoria A y B fueron

considerados aptos para maduracién in vitro.
4.5.3 Maduracion in vitro

Los ovocitos se dispusieron en placas de Petri en grupos de 10-20 ovocitos en gotas
de 80 uL. Como medio de maduracién se utilizé el medio de cultivo tisular 199
(TCM-199). Contenia 10% de suero bovino fetal, piruvato sodico 0,2 mM, cisteina
0,6 mM, glutamina 0,25 mM, EGF 10 ng/mL; 178 estradiol 1 ug/mL, LH 5 g/mL,
0,05 Ul/mL de FSH en T1 y 0,10 Ul/mL de FSH en T2, y gentamicina 50 g/mL.
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Para la maduracion in vitro, se cubrid con aceite mineral y se mantuvo durante 36

horas en una atmosfera de aire humidificado con un 5% de CO2 a 38,5 °C.
Fertilizacion in vitro

Para la fecundacion in vitro se utilizaron espermatozoides epididimarios de alpacas
macho procedentes del matadero, segtin el método descrito por Ruiz et al. ®. Los
espermatozoides-TALP se utilizaron en placas Petri con los siguientes ingredientes:
CaCI2 2 mM, KCL 3,1 mM, MgCI2.6H2 O 0,4 mM, NaH2 PO4.H20 0,3 mM,
acido lactico 21,6 mM, NaCl 100 mM, piruvato sédico 1 mM, NaHCO3 25 mM,
HEPES 10 mM, fraccion BSA 0,6% (p/v). Se recuperaron secciones de cola
epididimaria utilizando estos ingredientes. Se utilizo la técnica del swing-up para
completar la capacitacion espermaética. Posteriormente, el precipitado final de
semen se suspendio con Fert-TALP (CaCl2 2 mM, KCL 3,2 mM, MgCI2 .6H20
0,5 mM, NaH2 PO4.H20 0,4 mM, acido lactico 11 mM, NaCl 114 mM, piruvato
sodico 0. 2 mM, NaHCO3 25 mM, penicilamina 20 mM, hipotaurina 10 mM,
epinefrina 1 mM, BSA sin acidos grasos al 0,6% (p/v) y 10 ug/mL de heparina y
50 mg/mL de gentamicina, hasta una concentracion final de 1,0x106
espermatozoides/mL. Tras ser lavados con PBS suplementado con BSA, los
ovocitos expandidos se transfirieron a gotitas de Fert-TALP de 80 pL, que se
cubrieron con aceite mineral. Los gametos se incubaron juntos a 38,5 °C en una

atmosfera de 5% de CO2 y alta humedad durante.
Cultivo in vitro de embriones

El cultivo de embriones se realiz6 considerando las técnicas descritas por Landeo
et al. 8 con ligera modificacion. Después de 18 horas de la fertilizacion, se
procedié a denudar los presuntos cigotos mediante el pipeteo durante 3 min.
Posteriormente, se realizaron lavados en gotas sucesivas con medio SOFm-Hepes.
Luego, se cultivaron en grupos de 20 a 30 cigotos en gotas de 80 uL/mL de medio
de cultivo SOFm-IVC el cual fue suplementado con suero fetal bovino 10%,
aminoacidos esenciales BME 0.13%, amino&cidos no esenciales MEN 0.063%, L-
glutamina 1 mM, insulina 10% y gentamicina 50 pg/mL. Estos cultivos se
mantuvieron a las mismas condiciones descritas para la fertilizacion in vitro. La

evaluacion de los blastocistos se realizé a los 7 dias de cultivo.

Dentro de los cultivos consecuentes de maduracion de ovocitos, fertilizacion y

cultivo de embriones in vitro, normalmente en los procesos de manipulacion, existe
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pérdidas de ovocitos, cigotos 0 embriones, en este estudio para la maduracion se
considerd n = 640 ovocitos, mientras la evaluacion de blastocistos se realizé con n

=583 embriones, la diferencia se atribuye al proceso de manipulacion in vitro.
4.6 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo InfoStat v. estudiantil 8. La variable de respuesta fue
la tasa de blastocisto, la variable independiente fue las concentraciones de FSH. Previo al
andlisis de los supuestos de normalidad (Shapiro-Wilk), homogeneidad de varianzas
(Levene). Para comparar los dos grupos de tratamiento se utilizd la prueba de t de Student

para dos muestras independientes, bilateral, considerando el nivel de significancia de 0.05
61,68

X1 — X2
t =

sé | sé

n, n

t: Estadistico t calculada

Xq; X, medias muestrales
s2: varianza comun

n = ndmero de observaciones

(ny — DS + (n, — 1)S3
ng+n, —2

s¢ =
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSIONES
5.1 Analisis de resultados

a) Tasa de blastocisto con concentracion de FSH 0.05 Ul/mL
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Los resultados del porcentaje de blastocisto a los 7 dias de cultivo de embriones in

vitro, producto de la adicion en el medio de maduracién in vitro de la gonadotropina

FSH, se muestran en la Tabla 3.

Se obtuvo alrededor de 22% (17.5-30.0%) de blastocistos con el tratamiento de la

suplementacion de 0.05 Ul/mL de la hormona foliculo estimulante al medio de

maduracion in vitro de ovocitos de alpaca.

b) Tasa de blastocisto con concentracion de FSH 0.10 Ul/mL

Se encontro alrededor de 24% (13.3-32.5%) de blastocistos con el tratamiento de la

suplementacion de 0.10 Ul/mL de la hormona foliculo estimulante al medio de

maduracion in vitro de ovocitos de alpaca.

Las dos concentraciones 0.05 Ul/mL y 0.10 Ul/mL de FSH, suplementadas en medio

de maduracion in vitro de ovocitos, tuvieron tasas de blastocisto similares (p > 0.05) en

cultivo de embriones de alpaca in vitro.

Tabla 3
Porcentaje de blastocisto cultivados in vitro en alpacas.
Tasa de Rango
Presuntos blastocisto (%)
Tratamiento Gonadotropina cigotos Repeticiones
(n) (media £ DE)  Min Max
T1 FSH 0.05 Ul/mL 281 6 22.32+4.222 175 30.0
T2 FSH 0.10 Ul/mL 302 6 24.23+7.30° 133 32.5

Superindices con letras iguales dentro de la columna no expresan diferencia (P > 0.05).

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru




MICAELA BASTIDAS

5.2

5.3

- 27 de 40 -

Contrastacion de hipotesis

Ho: La media de tasa de blastocisto con la concentracion de 0.05 UI/mL de FSH, es similar
a la media de tasa de blastocisto con la concentracion de 0.10 Ul/mL de FSH
suplementados en el medio de maduracion in vitro de ovocitos de alpaca.

Ha: La media de tasa de blastocisto con la concentracion de 0.05 Ul/mL de FSH, no es
similar a la media de tasa de blastocisto con la concentracion de 0.10 Ul/mL de FSH
suplementados en el medio de maduracidn in vitro de ovocitos de alpaca.

De acuerdo a los resultados mediante prueba de inferencia para dos muestras prueba de T
bilateral se obtuvo un valor de p = 0.590, lo cual indica que no hay diferencia estadistica
con nivel de significacion de 5%. Por lo tanto, bajo las condiciones del presente
experimento, con la concentracion de 0.05 Ul/mL o 0.10 UI/mL de FSH, se obtienen

similares de tasas de blastocisto de alpaca cultivados in vitro.

Discusion

Este experimento, evaluo el efecto de la suplementacion de dos concentraciones de FSH
en el medio de maduracién de ovocitos de alpaca, sobre la tasa de blastocisto en el dia 7.

Entre ambos tratamientos no hubo diferencia significativa, encontrandose mas del 20% de

tasa de blastocisto de cultivo in vitro de presuntos cigotos.

Los resultados del presente experimento, respecto a otras publicaciones en alpacas sobre
tasa de blastocisto, son similares a 29.1% 1"y 21.2% °°, en ambas investigaciones usaron
0.5 ug/ml de FSH luego de 32 y 38 horas de maduracion respectivamente. Por otro lado,
otros investigadores obtuvieron mayores tasas de blastocistos, 39.3% 8y 30.5 % ®° con 26
y 32 horas de maduracion in vitro, respectivamente. Otras publicaciones, reportan tasas
menores a la presente investigacion, 14.1% usando FSH y LH en el medio de maduracion
2,9.2% al usar una concentracion de 0.02 Ul/ml de FSH 7°, 11.9% con 0.5 mg/mL de FSH
1. 3.6% usando 0.5 ug/ml de FSH 72 en alpacas, respectivamente. Mientras en llamas se
reportaron 11.65% y 12.51% de tasa de blastocisto a 38 y 42 horas de maduracion in vitro
20_En camélidos, se ha logrado un éxito limitado utilizando tecnologias, y los porcentajes
de blastocistos oscilaron entre 0% y 35% tanto en llamas como en dromedarios 8, y se

report6 solo una cria viva nacida de llama hasta el momento 2.

Los resultados de tasas de blastocisto mayores podrian atribuirse al uso de semen fresco
empleado en la fertilizacion in vitro, porque el semen fresco ain conserva los componentes
necesarios (proteinas, antioxidantes y fuentes energéticas) presentes en el plasma seminal,

que favorecen la capacidad de fertilizacion del espermatozoide 3. Por otro lado, los
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tiempos de maduracion in vitro, podrian tener un efecto negativo en la calidad del embridn,
porqgue el envejecimiento de los ovocitos es mayor cuando el tiempo de maduracion in vitro
es prolongado y ocurre un aumento de la anomalia cromosémica y disfuncion de los
organulos celulares, influyendo en la calidad de los ovocitos ". Esto podria ser respaldado
por Landeo et al. *8 el cual obtuvo 39.3% de blastocistos con 26 horas de maduracion in
vitro 8. Ademas, estas diferencias podrian atribuirse a varios factores, entre ellos, el tiempo
de transporte, tiempo de maduracion, diferentes concentraciones de las gonadotropinas,
diversidad de hormonas usadas entre otros factores. Por lo que, todavia no esta claro la
utilizacion de diferentes concentraciones de gonadotropinas en los procesos de produccion

de embriones in vitro en alpacas.

El tiempo de transporte desde la obtencion del ovario hasta el cultivo de los ovocitos es
crucial °. Se ha demostrados que, en bovinos, el tiempo de transporte de 4 a 5 horas tiene
efecto benéfico sobre la calidad del ovocito y competencia de desarrollo del embrion 6. En
el vacuno las tasas de desarrollo de blastocistos son solo del 30% al 40% a pesar de que la
técnica de la produccién in vitro de embriones estd méas estandarizada. En cerdos, la
produccion in vitro, aun presenta problemas y bajas tasas de formacion de blastocistos. En
cabras y ovejas existen relativamente pocos estudios sobre produccion in vitro, pero el
porcentaje de blastocistos producidos a partir de la maduracion in vitro, fertilizacion in
vitro y el cultivo in vitro oscila entre el 20% y el 30%.

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



-29 de 40 -

CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

e Conclusion general, con las dos concentraciones de 0.05 o 0.10 Ul/mL de FSH,
suplementadas en medio de maduracion in vitro de ovocitos, se alcanzé similares tasas

de blastocisto en alpacas.

e Conclusion especifica 1, con la concentracion de 0.05 Ul/mL de FSH, suplementadas
en medio de maduracion in vitro de ovocitos, se alcanz6 mayor a 15% de tasa de

blastocisto en alpacas.

e Conclusion especifica 2, con la concentracion de 0.10 Ul/mL de FSH, suplementadas
en medio de maduracién in vitro de ovocitos, se alcanz6 alrededor de 20% de tasa de

blastocisto en alpacas.

6.2 Recomendaciones

e Se recomienda realizar mas estudios con diferentes concentraciones de FSH sola o en
combinacion con otras gonadotropinas en la maduracion in vitro de ovocitos y sus

efectos en blastocistos cultivados in vitro en alpacas.

e Realizar investigaciones con concentracion de 0.05 Ul/mL de FSH combinada con
otras gonadotropinas, suplementadas al medio de maduracién in vitro de ovocitos, en

la evaluacion de segmentacion de embriones cultivados in vitro en alpaca.

e Experimentar con concentracién de 0.10 Ul/mL de FSH adicionada con otras
gonadotropinas, suplementadas al medio de maduracion in vitro de ovocitos, en la

evaluacion de segmentacion de embriones cultivados in vitro en alpaca.
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Fig. 1. Ovarios en medio de lavado

Fig. 2. Ovario colectado del matadero.
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Fig. 3. Lavado de ovocitos, observado en estereomicroscopio.
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Fig. 4. Seleccion de ovocitos, observado bajo el estereomicroscopio.
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Fig. 5. Preparacion de los medios de cultivo.
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