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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del fluido uterino de Llama (Lama
glama) en el desarrollo embrionario de ganado bovino para cultivos in vitro. Para ello se
realizo la obtencion del fluido uterino utilizando una Llama de buena conformacion
corporal, se procedid atravesar hacia el cuerno uterino con la ayuda de la Sonda Foley
N© 18 llevando a cabo la colecta. La muestra efectuada se depositdé en tubos ependorff
y trasladado a congelacién. Para la produccién de embriones in vitro se utilizaron 428
ovocitos procedentes de vacas faenadas, fueron usados para conformar dos grupos de
estudio el Medio de cultivo convencional y el segundo al Medio de cultivo+ fluido uterino,
los ovocitos fueron cultivados en medio de maduracion (BO-HEPES) durante 24hrs,
posteriormente fueron fertilizados (FER-TALP) por un periodo de 24hrs previamente se
realizd la capacitacion de los espermatozoides por la técnica Swin-up, finalmente los
presuntos cigotos fueron cultivados adicionando el fluido uterino 1uL al medio de cultivo
(BO-IVC).Todo el proceso fue incubado a 38,5°C,5% CO2 de aire y un 95% de humedad
relativa. Los resultados fueron los siguientes: a las 48hrs para primer grupo se obtuvo un
31,40% de division embrionaria y para el segundo 36,97% sin encontrar diferencias
significativas (p<0,05). Al dia ocho el porcentaje de embriones fue mejor con la adicion
de fluido uterino logrando el 20,17% con respecto al primero del 14,88% existiendo
diferencias significativas (p>0,05). Por ultimo los embriones fueron clasificados en cuatro
categorias segun IETS: Para el medio de cultivo convencional se obtuvo 9,9% excelente
calidad, 19,83% regular calidad, 24,79%, mala calidad, en relacion al medio de cultivo
suplementado se hallé 15,12% excelente calidad, 25,21% regular calidad, 27,73% mala
calidad, considerando transferible. La cuarta lo considera intransferible obteniendo un
45,55% para el primer grupo y para el segundo 31,39%. En conclusion la adicion del
fluido uterino de Llama al medio de cultivo mejoro la tasa de desarrollo embrionario
alcanzando hasta el estadio de blastocisto expandido, no existiendo diferencia por medio
de la maduracion y fertilizacion in vitro, sin embargo la calidad embrionaria en el aspecto

morfologico de la division se hallo influenciada por la competencia en el medio de cultivo.

Palabras clave: Fluido uterino de Llama, Blastocisto expandido, Fertilizacion in vitro

VIiI



SUMMARY
The objective of the present study was to evaluate the effect of llama uterine fluid (Lama
glama) on the embryonic development of cattle for in vitro cultures. For this purpose, the
uterine fluid was obtained using a flame of good body conformation, we proceeded to
cross to the uterine horn with the help of the Foley Probe carrying out the collection. The
sample was deposited in ependorff tubes and transferred to freezing. For the production
of embryos in vitro 428 oocytes from slaughtered cows were used, they were used to
form two study groups the conventional culture medium and the second to the culture
medium + uterine fluid, the oocytes were cultured in maturation medium (BO-HEPES) for
24hrs, later they were fertilized (FER-TALP) for a period of 24hrs previously the training
of sperm was performed by the Swin-up technique , finally the alleged zygotes were
cultured by adding the uterine fluid 1uL to the culture medium (BO-IVC). All the process
was incubated at 38.5°C.5% CO2 air and 95% relative humidity. The results were as
follows: at 48hrs for the first group, 31.40% of embryonic division was obtained and for
the second 36.97% without finding significant differences (p<0.05). At day eight the
percentage of embryos was better with the addition of uterine fluid achieving 20.17% with
respect to the first of 14.88% there being significant differences (p>0.05). Finally the
embryos were classified into four categories according to IETS: For the conventional
culture medium was obtained 9.9% excellent quality, 19.83% regular quality, 24.79%,
poor quality, in relation to the supplemented culture medium was found 15.12% excellent
quality, 25.21% regular quality, 27.73% poor quality, considering transferable. The fourth
it considers it non-transferable obtaining 45.55% for the first group and for the second
31.39%. In conclusion, the addition of llama uterine fluid to the culture medium improved
the rate of embryonic development reaching the stage of expanded blastocyst, there
being no difference through maturation and in vitro fertilization, however the embryonic
quality in the morphological aspect of the division was influenced by competition in the

culture medium.

Keywords: Uterine Flame Fluid, Expanded Blastocyst, In Vitro Fertilization



1. INTRODUCCION

Las biotecnologias reproductivas se han caracterizado por sus grandes avances durante
afios, en los procedimientos dirigidos a la reproduccién asistida en humanos y
mejoramiento en la manipulacion reproductiva y genética de los animales (Hansen,
2006). Como a la conservacion y manejo de la poblacién de fauna silvestre en peligro de
extincion (Ptak, et al., 2000; Swanson, 2006).

El uso de estas biotecnologias aplicadas a la reproduccién animal es importante en los
paises en vias de desarrollo donde albergan la mayoria de la poblacidon, diversos
investigadores pronostican una catastrofe mundial en la producciéon de alimentos para la
humanidad. ElI empleo de estas técnicas puede implicar un importante progreso
biotecnoldgico en la produccion lechera del ganado bovino (Morales Cruz, 2017).

Una técnica de gran valor que dio paso para la aplicacion de la inseminacion artificial y
la transferencia de embriones, es la produccion in vitro de embriones bovinos, esto ha
ido incrementado en estos ultimos afios a nivel mundial con fines comerciales (Perry,
2014). Aprovechando reproductivamente de hembras sacrificadas de alto valor
econdmico y también produciendo embriones en masa con toros mejorados, los
embriones producidos in vitro pueden ser criopreservados o bien transferidos a hembras
receptoras. Los pasos de esta técnica son: la obtencién y maduraciéon de ovocitos,

fertilizacion y el cultivo y desarrollo del embrion (Morales Cruz, 2017).

No obstante el mayor obstaculo en el desarrollo de embriones in vitro en varias especies
aplicados en las biotecnologias, tales como FIV, ha sido el bloqueo de las divisiones
celulares que ocurre en el método de cultivo in vitro (Tervit et al., 1972). En el bovino
el bloqueo sucede en el estado 8 a 16 células, no permitiendo alcanzar la etapa de
blastocisto, es el periodo en el que se establece el mayor porcentajes de pérdidas del
sistema (Enright, et al., 2000; Rizos et al., 2002; Galli et al., 2003; Lonergan, et al., 2003;
Lonergan, et al., 2004).

Los blastocistos que llegan hasta esta etapa se consideran de menor calidad de los
embriones logrados que los producidos in vivo; al ser de menor calidad se considera que

el potencial de desarrollo disminuye (Bang et al., 2015).



Para promover la competencia de desarrollo de ovocitos de bovino y la subsecuente
calidad de los embriones se ha adicionado al fluido oviductal de vesicula extracelular del
istmo (Lopera- vasquez et al.,2017) y glucocorticoides (GCs) como también la piridoxina
gue inhibe la actividad de la catepsina B (CTBS) durante la maduracion in vitro (IVM) y
el cultivo in vitro (IVC), los dos anteriores benefician el desarrollo embrionario porque son
importantes mediadores de eventos celulares clave, relacionados con la elevacion de
transcriptores embrionarios que participan en el metabolismo de los lipidos y glucosa,

asi como en la respuesta al estrés celular (Da costa et al.,2016).

Al encontrarse los oviductos conjuntamente con el Gtero, podria generar algunos
componentes similares u otros para la division celular del ganado bovino, logrando un
adecuado ambiente in vitro. Sin embargo el efecto del fluido uterino de Llama no ha sido

evaluado aun en el medio de cultivo.



1.1. Antecedentes

En las biotecnologias de la reproduccion; La produccion in vitro junto con el sexado
conforman en la tercera generacion. Los primeros trabajos de produccién in vitro de
embriones de las especies de intereses zootécnicos se remontan a 1970, cuando
Sreenan fecundd ovocitos, maduros in vitro con espermatozoides preincubados. Las
primeras gestaciones producto de la transferencia de embriones producidos totalmente

in vitro, fueron recién en 1987 (Xu et al., 1987).

Los embriones de los mamiferos pueden ser cultivados bajo un sin nimero de
condiciones; sin embargo, los resultados en cuanto a la viabilidad de los blastocistos
pueden ser extremadamente diferentes (Cordova et al., 2014; Gardner y Lane., 2014;
Orsiy Reischl., 2007).

En la Estacion Experimental de Chorquenaira Mamani et al. (2017a) estudio la
fertilizaciéon in vitro en el ganado bovino en condiciones de altura, considerando dentro
de ello a la maduracion, fertilizacién y medio de cultivo in vitro. En la maduracién adiciono
la hormona luteinizante (LH) al liquido folicular, logrando obtener porcentajes favorables,
en cuanto en el medio de cultivo los presuntos cigotos se vieron reducidos comparado

con otros investigadores.

Susafio et al. (2017a) Aprecio la viabilidad post-criopreservaciéon de embriones de
bovinos producidos in vitro. Trabajo con embriones en estado de blastocisto de calidad
excelente y regular, obteniendo datos mayores para embriones viables por vitrificados-
desvitrificados al contrario de los no viables y perdidos con clasificacion pobre vy
degenerado. Todo esto indica que los embriones de bovinos pueden ser conservados a

largos periodos de tiempo por los métodos de congelacion convencional y vitrificacion.

Los trabajos disefiados para definir las condiciones necesarias para el desarrollo de
embriones de bovino en estados tempranos han sido lentos debido a que los ovocitos
fecundados in vivo son relativamente dificles de obtener ya que se requieren
procedimientos quirargicos (Ellington et al., 1990). Ademas, el bloqueo de la divisiéon
celular in vitro desalent6 las investigaciones en un comienzo. Sin embargo, Camous et

al.(1984) obtuvieron algunos éxitos creando la idea de imitar lo mas cercanamente



posible las condiciones presentes en el oviducto y el Gtero durante los primeros 7 dias
de desarrollo previo a la implantacién” (Feugang et al., 2009); previamente han reportado
el uso del fluido oviductal como suplemento en el medio de cultivo: (Nedambale et al.,
2004) en la Universidad de Connecticut — EUA ha valorado al sistema Unico y secuencial
del fluido oviductal sintético y al medio optimizado simple de potasio para el cultivo de
embriones, consiguiendo incrementar el desarrollo embrionario temprano y promoviendo
elevadas tasas de eclosion (Cole y Cupps, 1984). Ademas observo por microscopia de
epifluoresencia que los blastocistos poseian una calidad mas elevada al tener un mayor

ndmero de células.

Por otro lado Pahuara (2015a) investigo el porcentaje de divisiobn embrionaria a las 48
horas post inseminacion y el porcentaje de embriones producidos a los siete dias de
cultivo con el medio optimizado simple de potasio para el primer protocolo y fluido
oviductal sintético para el segundo protocolo. Concluye que el fluido oviductal sintético
es mejor que el medio optimizado simple de potasio en el desarrollo embrionario hasta
blastocisto, sin embargo la calidad se encuentra influenciada por la competencia para el

desarrollo y las condiciones subdptimas de cultivo.

Recientemente Arista (2019a) a valorado y comparado la capacidad fecundante en la
produccién de embriones in vitro de dos bovinos homocigotos de la raza Aberdeen
Angus. En la investigacion trabajo con semen criopreservado y para el medio de cultivo
empleo al fluido oviductal sintético. Adquiriendo como resultado porcentaje superiores de
embriones para el toro JTRM que para el VTRM, por lo tanto concluye que ambos

animales no difieren en la motilidad individual pero si en la produccién de embriones.

Soto et al. (2019a) Da a conocer el efecto del co-cultivo con células oviductales y del
cumulus oophorus sobre el porcentaje de embriones in vitro. Registrando una menor
cantidad de blastocisto con células del oviducto a diferencia del otro co-cultivo al dia 8,
finalmente deduce que el uso de medios condicionados con células somaticas puede
estimular al desarrollo hasta el estadio blastocisto in vitro de los embriones bovinos. Asi
mismo al utilizar células del epitelio oviductal bovino sostienen el desarrollo in vitro de

embriones bovinos superando el bloqueo de las divisiones celulares y permitiéndoles



alcanzar los estados de moérula y blastocisto (Eyestone y First, 1989; Eyestone et al.,
1991; Ellington y col., 1990; Herndndez-Ledezma et al., 1996).

1.2. Justificacién

En Bolivia, en la zonas del altiplano existe poca referencia acerca de la produccion in
vitro de embriones (PIVE) en el ganado bovino ,las biotecnologias reproductivas se ven
escasas aun en esta area mientras en otros paises existen numerosos estudios en la
PIV acerca de los medios de cultivo que permiten lograr el desarrollo de los embriones
de bovinos in vitro, aunque es posible alcanzar los estadios preimplantacionales
avanzados, la cantidad y la calidad son un poco satisfactorios, o no todos los cigotos son
capaces de alcanzar la etapa de blastocisto, también es factible encontrar una deficiencia
en los medios donde son elaborados paralas zonas de menor altitud. Fernandez , (1996)
En su estudio de fertilizacién in vitro de ovocitos tomo muestras de vacas cebu pos

mortem concluye que la mayor dificultad es durante el proceso del cultivo in vitro.

En la actualidad este trabajo de investigacion pretende contribuir un protocolo eficaz, con
la suplementacion del fluido uterino de Llama (Lama glama) al medio de cultivo sin la
necesidad de utilizar otro suplemento de baja disponibilidad, el fluido destaca
componentes bioquimicos organicos como aminoacidos, proteinas, péptidos, restos
celulares y entre otros. Por otra parte al suplementar al medio de cultivo con el fluido
uterino serd de gran utilidad en producir embriones in vitro, ademas la informacion
recabada en este estudio ayudara a futuros colegas a realizar (PIV) en laboratorio,
donde abre un camino para incrementar la eficiencia reproductiva, ampliando asi la
investigacion de la especie bovina en zonas que se encuentran a mas de 3800msmm,
ademas seria de gran ayuda para desarrollar embriones in vitro de animales que se

encuentran en peligro de extincion.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

. Evaluar el efecto del fluido uterino de Llama (Lama glama) en el desarrollo

embrionario de ganado bovino para cultivos in vitro.
2.2. Objetivo Especificos

. Determinar el porcentaje del desarrollo embrionario con el medio de cultivo

convencional.

. Determinar el porcentaje del clivaje embrionario al dia ocho suplementados con

el fluido uterino.
. Clasificar morfolégicamente los embriones de bovinos producidos in- vitro.
2.3. Hipotesis

Ha: Al suplementar el fluido uterino de camélido en el medio de cultivo existe una mejoria

en el desarrollo embrionario.

Ho: Al suplementar el fluido uterino de camélido en el medio de cultivo no existe una

mejoria en el desarrollo embrionario.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. Anatomia del aparato reproductor de la hembra bovina y camélida

La posicion del tracto reproductivo se encuentra debajo del recto, cerca del ultimo
segmento del intestino grueso. Los ovarios, oviductos y Utero se encuentran
suspendidos en la cavidad abdominal por medio del ligamento ancho (Watiaux, 2004,
p. 29). El ligamento es ligeramente mayor en la parte izquierda que la derecha en la

especie de camélido permitiendo alojar al feto durante su crecimiento.

El sistema reproductivo ésta constituido por Organos internos y externos: en la primera
se encuentra los (ovarios, oviductos, Utero, cérvix y vagina) y la segunda (vestibulo

vaginal y la vulva) (Camargo et al., 2010).
3.1.1. Ovarios

En el bovino el ovario tiene la forma de almendra con un tamafio de 1,5-5 cm de largo
y 1-3 cm de ancho ,constituido por medula y corteza; la corteza ovarica contiene foliculos
de 20mm de diametro, el cuerpo liteo es el segundo mas irrigado después del cerebro
(Hafez E y Hafez, 2000).

En el camélido, en las hembras impuberes la superficie del ovario es lisa en cambio en
reproductivas tienen forma de mora con numerosos foliculos (entre 3 a 12mm de ancho),
el ovario izquierdo es mas grande que el derecho, el cuerpo luteo es ligeramente mas
grande que el propio ovario no existe una demarcacion como sucede en otros rumiantes

entre el cuerpo luteo y ovario (Frank, s.f., p. 3).

Las funciones del ovario actian como exocrinas liberacion del ovulo y endocrinas

esteroidogenesis (Hafez E y Hafez, 2000).
3.1.2. Oviductos

Los oviductos son conductos finos y sumamente flexuosas que se extienden desde la
extremidad de los cuernos uterinos hasta el ovario (istmo, ampula o ampolla e
infundibulo), su extremidad posterior tiene forma de embudo (Prospero y Gutierrez, 2011,
pp. 14-16). La longitud aproximadamente en la bovina es de 25cmy en el camélido 20cm

no encontrado diferencias en esta parte del oviducto en ambas especies (Frank, s.f., p.3).
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Sus funciones son la del transporte de los ovocitos y espermatozoides asi como la de

proveer el sitio propicio donde se lleva a cabo la fertilizacion (Urzaa, 2010).
3.1.3. Utero

La hembra bovina tiene un cuerpo uterino pequefio, con dos cuernos (derecho e
izquierdo). En la vaquillona el Gtero se encuentra ubicado en la cavidad pelvianay en la
vaca que ha gestado, en algunos casos en la cavidad abdominal (Prospero y Gutierrez,
2011, pp. 14-16). Su interior esta recubierto de una membrana mucosa con abundantes
glandulas simples. Las carunculas se figan por medio de los cotiledones durante la
gestacion. El cuerpo del utero se bifurca en dos cuernos donde se va implantar el embrion

y se desarrolla el feto durante el periodo de gestacion (Yanguma , 2009).

En la especie de camélido existe una marcada bifurcacion de los cuernos y cuando ésta
en relajacion tiene una de T tipica. Segun Frank, (s.f.) “el cuerno izquierdo es mas largo
que el derecho 10-12 cm vs 7-8 cm y el cuerpo uterino es pequefio, con no mas de 2.5
cm de largo y alrededor de 5 cm de ancho” (p. 3). Ledn et al., (2011) observé la ausencia

de ligamento intercornual y la de los cotiledones (p. 1-8).
3.1.4. Cuello uterino o cérvix

En la especie bovina el cuello uterino tiene una estructura de tipo cilindrica con bordes
espirales, llamados anillos (generalmente son tres) los cual representan un obstaculo
para la inseminacioén Artificial. El cérvix mide de 8 a 10 cm. Entre las principales funciones
estan en la de facilitar el transporte de los espermatozoides hacia la luz del utero
mediante la produccion de moco, también actla como reservorio de espermatozoides, la
musculatura es lisa del cérvix se relaja bajo la influencia de estrégenos (Bespin et al.,
2007).

En el camélido la cérvix presenta de 2-3 anillos, la parte vaginal del cérvix no supera el
cm de largo y presenta pliegues radiales, cuya imagen al especulo recuerda a una
evaginacion de la mucosa. No posee tapdn mucoso y esta cerrado, aunque no
consistentemente, en la hembra no preiflada la estructura cervical puede tener un

significado adaptativo puede deberse por un celo permanente o la afirmacion de algunos



autores se debe la adaptacion a la forma del glande del pene, es una supuesta analogia

con la especie porcina y asumiendo una eyaculacion intracervical (Frank, s.f., p. 4).
3.1.5. Vagina

Esta ubicada dentro de la cavidad pélvica, entre la vulva y el cuello del utero (Camargo
et al., 2010). En la hembra bovina el tamafio de la vagina es aproximadamente de 25 cm.
En cambio en la hembra camélida la vagina tiene una longitud aproximada de 13 cm
presenta algunos pliegues radiales alrededor del cérvix y éstos contindan
longitudinalmente (Frank, s.f., p. 4). Las paredes de la vagina son elasticas y segregan

una sustancia lubricante durante el parto y en los periodos de celo o calor.
3.1.6. Vestibulo vaginal

Conecta con la vagina y estd marcado por el orificio uretral. Este representa el primer
obstaculo en la inseminacion artificial (1A), pues la pipeta podria ser introducida por este

orificio (Fonseca, 2017).
3.1.7. Vulva

La vulva es la parte mas externa y estad formada por los labios vulvares derecho e
izquierdo, en el bovino mide aproximadamente 12 cm de longitud y en el camélido
alrededor de 3-4 cm, la parte terminal de la vulva es corta, el clitoris (homadlogo del pene)

esta muy poco desarrollado.

La vulva en ambas especies tiene tres funciones principales: dejar pasar la orina, abrirse

para permitir la cdpula y sirve como parte del canal de parto (Dyce et al., 2006).
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Tomado: Rodriguez y Moresco (2019)

Figura 1. Anatomia Reproductiva del Ganado Bovino a) y Camélido b)
3.2. Diferencias reproductivas en el ganado bovino y camélido

En la hembra una vez que ha alcanzado la pubertad ocurren muchas variaciones en su

aparato reproductor como respuesta a distintos niveles de hormonas.

En la vaca no gestante su Ciclo Estral ocurre cada 17 a 24 dias (considerandose 21
dias como tiempo promedio) es poliéstrica, para su estudio se consideran cuatro fases:
proestro, estro, metaestro y diestro, con distintos perfiles hormonales en cada una de
ellas. Durante el proestro, la hembra se encuentra bajo la influencia de dos hormonas
hipofisiarias: la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). En
esta etapa tiene un grupo de foliculos en crecimiento, que secretara estrogenos. Los
estrogenos actian sobre el cerebro de la vaca y provocan los cambios de
comportamiento caracteristicos del estro o calor. Las altas concentraciones de estrogeno
causan un incremento de LH que dara origen a la ovulacion la duracion es de 24 a 30
horas al final del estro o calor. Después de la ovulacién lo que queda del foliculo se
transforma en el cuerpo luteo (CL) que secretara progesterona y prepara al tracto

reproductivo para la gestacion. Si no se logra la fecundacién al dia 14 o 15 del ciclo, el
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CL es destruido por la accién de la prostaglandina F2a (PGF2a) y la oxitocina, que son
secretadas por el Utero y el ovario, respectivamente. Esto da lugar a un nuevo ciclo estral
(Gasque G, 2016).

Durante el celo el toro realiza estimulos olfatorios, llegando a informar al sistema nervioso
central, donde luego se concentra en el hipotdlamo de aqui salen estimulos nerviosos
gue al pasar por la medula espinal llegan al “centro de ereccién”, el macho monta a la
hembra y ubica sus miembros anteriores de los flancos de la vaca presionandola, el pene
ingresa hasta las paredes cervicales realizando en un preciso instante el “golpe de rifion”

provocando la eyaculacion.

En la hembra del camélido a diferencias de otras especies no presentan ciclos estrales,
el celo o calor en la Llama permanece en un estado de aceptacién al macho hasta por
40 dias de receptividad continua con un periodo de rechazo no mayor a la 48 horas,
cuando el macho copule y abracé a la hembra por sus hombros y haya un proceso de
vocalizacion se dara la induccion a la ovulacion la liberacion de la hormona luteinizante

(LH) pre-ovulatoria esto puede ocurrir a lo largo del afio (Huanca, 2013).

Durante la copula, el macho penetra el cérvix con el pene y deposita el semen con
multiples eyaculaciones en ambos cuernos uterinos. Este movimiento del pene dentro
del utero causa inflamaciéon de la mucosa uterina, edema e hiperemia del endometrio. La
fase copulatoria puede durar entre 15-20 minutos con un rango de 5 a 60 minutos
dependiendo de la presencia o la ausencia de otros animales. El intervalo entre la cpula

y la ovulacion es de aproximadamente 30 horas (24-48 horas) (Huanca, 2013).
3.3. Ovogénesis

La ternera nace con un crecido nimero de ovocitos primarios, el que varia grandemente;
se calcula de unos 40 000 a 800 000. Estos disminuyen muy rapido a partir del nacimiento

y después de esto lo hacen de forma gradual (Brito y Tagle, 2009).

La ovogeénesis tiene lugar en el ovario y se inicia en el feto donde las ovogonias se
transforman en ovocitos primarios y aqui se produce una meiosis parcial que queda
interrumpida en la primera profase. Esto se desarrolla durante el periodo fetal y no

durante el periodo puberal como en el caso del macho. Estas células reproductivas que

11



se encuentran en los foliculos primarios, continian su desarrollo transformandose en
foliculos De Graf que pueden llegar a ovular o atresiarse. Es de hacer destacar que en
la meiosis (en la hembra), de cada ovocito se genera solamente un ovulo dado que los
otros tres se degeneran llamados cuerpos polares (Frank, s.f., p. 4).

La meiosis cumple la funcién de las células germinales (ovogonias): La reduccién a un
namero haploide de cromosomas y la recombinacién genética (Polanski y Kubiak , 1999).
La ovogénesis se detiene en dos momentos especificos: Alrededor del nacimiento y en

la ovulacion y sélo se completara al producirse la fecundacion (Gonzalez, 2012).
3.4. Foliculogénesis

La foliculogénesis permite obtener un foliculo preovulatorio a partir de foliculos
primordiales, en la vaca reproductora se necesitan 180 dias para que un foliculo
primordial se transforme en un foliculo preovulatorio o de Graff (Palma y Gustavo, 2011).
Al entrar al proceso de crecimiento tienen dos destinos: la atresia o la ovulacion
(Fernandéz, 2003).

3.4.1. Foliculos primordiales

Los foliculos primordiales estan formados por el ovocito rodeado de una capa de células
foliculares planas (células pregranuladas) y por mecanismos intraovaricos, no
dependiente de gonadotrofinas, comienzan a crecer y entran en el pool de foliculos en
crecimientos. Los signos mas precoces que indican que ha comenzado el crecimiento en

este tipo de foliculos son:
1) Un incremento en el tamafio del ovocito.
2) Un cambio en la forma de las células granulosas, pasan de planas a cubicas.

3) Se comienza a formar la zona pelucida, denominandose a esta estructura foliculo

primario (Baker et al., 2012).
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3.4.2. Foliculos secundarios

Se caracteriza por la proliferacion de las células de la granulosa en dos 0 mas capas que
rodean al ovocito, describiéendose ambos estados de desarrollo folicular como

preantrales (Fernandez, 2003).
3.4.3. Foliculo terciario o antral

Se caracterizan porque las células de la granulosa empiezan a secretar liquido que causa
la formacién de una cavidad entre ellas; esta cavidad se la denomina antro folicular y va
aumentando de tamafio en la medida que mayor volumen de liquido folicular se acumula
en el mismo. Este se denomina liquido folicular, y a partir de la aparicion del antro folicular
a estos foliculos se les denomina foliculos terciarios (Ordofiez, 2005, pp. 37-62). Los
foliculos terciarios que han alcanzado su madurez y se encuentran listos para ovular se

denominan foliculos preovulatorios o De Graff.

Cuerpo luteo o Oocitos
degenerado o primarios
Cuerpo luteo o
Ruptura \
folicular
TR S (&) Q%‘/
. %
Ovulacién

Desarrolio
del oocito
y foliculo

@

Foliculo
maduro o
de Graaf

Oocito Oocito
secundario primario

Fuente: Spiliots (2003)

Figura 2. Clasificacion morfolégica de los foliculos ovaricos
3.5. Espermatogénesis

La espermatogénesis dura alrededor de 61 dias en los bovinos (Staub y Johnson, 2008).
Por divisiones mitoticas y meioticas, reducen el niumero de cromosomas, esto ocurre

dentro del tubulo seminifero y resultan en espermatozoides (Chenoweth, 1997). Los
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organos sexuales producen hormonas antes del nacimiento a diferencia de la produccion
de espermatozoides comienza solo cuando han alcanzado la pubertad, entre los siete y

nueve meses de edad, siendo reducido el nimero de espermatozoides.

La espermatogénesis inicia cuando las células germinativas primarias emigran desde las
crestas germinales y se depositan en las gbnadas algun tiempo antes de la
diferenciacion sexual. En el feto los gonocitos se encuentran en los tubulos seminiferos
y se multiplican meses del nacimiento dando lugar a las espermatogonias, las células
gue se originan a partir de la ultima division espermatogénica son los espermatocitos
primarios, como resultado de la division meibtica surgen los espermatocitos secundarios,
a lo cual al dividirse dardn lugar a las espermatidas, las cuales mediante su
transformacion  (espermiogénesis) y maduracion, finalmente resultaran en
espermatozoides (Cole y Cupps, 1984). Finaliza la madurez del espermatozoide en el
epididimo, cuando posee una cabeza con el material genético compactado, una cola que

le otorgara la motilidad y la capacidad para fecundar al 6vulo.
3.6. Produccion del fluido oviductal durante el ciclo sexual

El fluido oviductal tiende a formarse por trasudacion selectiva de la sangre y por
secrecion activa del endosalpinx (Roberts et al.,1975; Kavanaugh y Killiam,1988;
Kavanaugh et al., 1992; Greve et al., 1996). Se ha demostrado que el volumen secretado

en ambos oviductos varia durante el ciclo sexual.

En la vaca el fluido se produce a una velocidad de 2.0ml en el dia de estro y 0,2ml por

dia en diestro (Roberts et al., 1975) sera descrito en la (Tabla 1).

TABLA 1: Cantidad del fluido oviductal bovino representado en ml por 24 horas,

en fase de estro y fase luteal

Estro (ml) Fase luteal (ml) Referencia
2.0 0.2 Roberts et al.,(1975)
3.0 0.2 Greve et al., (1996)

En el porcino Carrasco et al., (2008) estudio la cantidad de proteina FO, en la fase
folicular tardia y la ovulacion encontrando (2118,6-200,7 ug/oviducto) en la fase luteal

temprano observo una disminucion de fluido.
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En base al ganado ovino observaron el volumen del fluido uterino en diferentes fases del
ciclo estral y por sincronizacién de ovulacion, logrando recoger en fase preovulatoria el
147,171 pyL y en fase postovulacion 69,857 uL con el dispositivo Pipelle de Cornier
(Poveda et al., 2017). Por tanto el fluido en el lumen es dependiente del ciclo estral,
teniendo mayor volumen durante la fase folicular y minimo durante la fase luteal o la
gestacion (Hunter R, 2012).

3.7. Composicion del fluido oviductal y uterino en fase periovulatoria

La composicion varia segun el estado del ovario y uUtero, la presencia de nutrientes se
debe al transporte del mismo a través de la sangre, a la sintesis y secrecion por parte las
células del epitelio oviductal o a la sintesis por parte de las células del cumulus presentes
en el oviducto (Leese, 1988).

Acufia M. (2015) En la especie bovina estudio la deteccion de proteinas contenidas en
el fluido (FOB y FUB), por la técnica (transcriptémico y predmico) en fase reproductiva.
Hallo un elevada aportacion de la proteina albumina sérica bovina (ALB), del 21 % en el
fluido oviductal y 42% del fluido uterino (Véase en el Anexo 1y 2). Apichela et al.,
(2012) De igual forma analizo el contenido total de proteinas y enzimas en alpacas.
Dando como resultado niveles altos de albumina y bajos niveles de glucosa en hembras
no prefiadas. "En la especie porcina la concentracion de glucosa se encuentra
disminuida 10 veces tras la ovulacion del FO” (Nichol et al.,1998). En el camélido los
niveles del i6n cloruro se encuentran disminuidos en hembras no gestantes, mientras los

otros iones no presentan variacion (Apichela et al., 2012).

El FO (fluido oviductal) de diferentes especies de mamiferos muestra actividad
glicosidasa, sugiriendo un papel de estas enzimas en los eventos mediados por hidratos
de carbono (Carrasco et al.,2008; Robert et al., 1975; Tulsiani et al.,1996; Roberts
et al.,1976). En la especie porcina la actividad de las enzimas glicosidasas muestra
variaciones especificas durante el ciclo estral, pudiendo tener un papel importante en los
acontecimientos reproductivos (Carrasco et al., 2000). Las variaciones en la actividad
enzimatica detectada en la especie porcina son las siguientes: la actividad a-L-
fucosidasa y B-N-acetil-glucosaminidasa aumento en la fase folicular tardia para

disminuir tras la ovulacion, mientras que las enzimas [(-D-galactosidasa, a-D-
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manosidasa y B-N-acetil-galactosaminidasa mostraron mayor actividad en fase folicular

temprana, disminuyendo también tras la ovulacion.

Los glicosaminoglicanos (GAGs) sulfatados (heparan sulfato) y no sulfatados
(hialuronano) también estan presentes en la especie porcina. Los niveles de GAGs en
FO difieren tanto entre las partes del oviducto como entre las diferentes fases del ciclo,
siendo maximos en el istmo durante el estro y disminuyendo tras la ovulacién (Tienthai
et al.,2000).Los GAGs modulan la viabilidad y la capacitacion espermatica durante el
transporte espermatico en el oviducto porcino e intervienen en la formacién y liberacion

del reservorio espermatico oviductal (Liberda et al.,2006; Rodriguez M, 2007).

En la especie camélida destacaron factores de interés en el oviducto, donde encontraron
las metaloproteasas de matriz (MMPS) y sus inhibidores especificos (TIMPs), sometidos
a diferentes procesos reproductivos, también detectaron los inhibidores especificos de
MMP2 y MMP9; TIMP2 y TIMP1, en los segmentos oviductales, indicando su probable
regulacion de la actividad proteolitica de las MMPs en el oviducto de la Llama. Sugiriendo
gue estas enzimas pueden participar en la preparacion del ambiente oviductal para la
recepcion de los gametos, la fecundacion y el desarrollo embrionario temprano (Zampini
et al., 2017).

3.8. Composicion del fluido oviductal y uterino en el desarrollo embrionario

El fluido uterino son secretados por las glandulas uterinas. La mezcla de secreciones
uterinas es referida como “leche uterina”, entre sus componentes se destacan a la

proteina, carbohidratos, lipidos, minerales, aminoacidos esenciales y no esenciales.

Dado la diferencia en la concentraciéon de componentes del fluido del oviductal y Gterino
(Vease en la tabla 2). Se han disefiado medios secuenciales para satisfacer el desarrollo
en sus distintas etapas (Gardner y Lane, 1998 ; Gardner y Lane, 2002; Lane et al., 2003;
Nedambale et al., 2004). Este liquido experimenta variaciones en volumen y composicion
a lo largo del ciclo reproductivo y de la gestacién, es mas abundante cuando los gametos

y el embrion estan presentes (Hunter, 1988).
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Tabla 2. Diferencia en la composicién del oviducto y utero

Composicién | Oviducto | Utero
Glucosa 0,5mM 3,15mM
Piruvato 0,32mM 0,10mM
Lactato 10,5mM 5,2mM
Oxigeno 8% 1,5%
Dioxido de carbono 12% 10%

Ph 7,5% 7,1%
Glicina 2,77mM 19,33mM
Alanina 0,5mM 1,24mM
Serina 0,32mM 0,80mM

Fuente: Gardner y Lane (2002)

El piruvato y lactato sirve como fuente de energia para los embriones, desde cigoto hasta
la etapa de 8-16 células (Leese y Barton, 1984) y activan el genoma embrionario 8-16
células hasta la etapa de blastocisto, los embriones utilizan la glucosa como fuente de
energia parala compactaciony blastulacion (Gardnery Lane, 1998; Khurana y Niemann,
2000). El consumo de oxigeno y glucosa se eleva conforme el embridon avanza hacia la
etapa de blastocisto (Gardner y Leese, 1988). Los aminoacidos participan como fuente
energia en el desarrollo embrionario, se ha demostrado que los aminoacidos no
esenciales favorecerian estadios tempranos mientras los esenciales harian lo mismo en

embriones de mas de 8 células (Gardner, 1998; Thompson, 2000).

Se han estudiado otros componentes que secreta el oviducto como : la oviductina, la
uteroglobina, la proteina asociada a estrogenos (EGP), los factores de crecimiento,
prostaglandinas, catecolaminas y los iones. La funcidén de todas estas proteinas no se
conoce completamente, pero al ver donde se localiza el producto de las secreciones
oviductales da una referencia de cudl es su papel en el desarrollo y crecimiento del
embrion donde sera detallado a continuacion (Anzaldua et al., 2003).

3.8.1.1. Oviductina (glicoproteinas)

La oviductina es una molécula con residuos de N-acetil C galactosamina que forman
parte de las secreciones oviductales en el istmo y posteriormente se asocian a la matriz
de la zona pelucida durante el transporte del 6vulo (Leveille et al., 1987; Kan 1990;

Abe y Oikawa ,1991). Se encuentra en diversas especies de mamiferos como son: el
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ratén, el mandril y los humanos, se expresa de manera exclusiva en el epitelio del

oviducto (Lagow et al., 1999). La funcion especifica de esta molécula aln esta en estudio.
3.8.1.2. Uteroglobina

La uteroglobina es la principal proteina de secrecion uterina de la coneja durante el inicio
de la gestacion, sin embargo se ha encontrado en el oviducto. Esta proteina es
dependiente de la progesterona. En el Gtero esta proteina es secretada hacia la luz del
organo casi en su totalidad, mientras que en el oviducto presenta una gran capacidad de
almacenamiento y un menor rango de secrecion (De la Torre et al., 1987).

3.8.1.3. Proteina asociada a estrogenos (EGP)

Existe un grupo de proteinas sintetizados en el oviducto donde se ve incrementado bajo
condiciones estrogénicas, siendo mayor en la dmpula, seguido del infundibulo y por
altimo en el istmo, se ha demostrado en cerdas, hamsters, ratones, ovejas y vacas.
Experimentos realizados in vitro, en los que se agregd EGP al medio de cultivo de cigotos
de ovinos, se observaron que estas moléculas se unen a la zona pellucida y a la
membrana plasmatica de los blastomeros, por lo que aparentemente contribuyen a
regular la divisién celular en las primeras etapas del embrion y a la formaciéon del

blastocisto (Nancarrow y Hill, 1995).
3.8.1.4. Factores de crecimiento

Diversos factores de crecimiento estan involucrados en la embriogénesis en ellos se
encuentran: el factor de crecimiento unido a la heparina, factor de crecimiento
transformante (TGF) ay 3, factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF) 1y Il, factor
de crecimiento derivado de las plaquetas (PAF) y el factor de crecimiento epidérmico
(EGF).

En estudios realizados in vitro se ha encontrado que el EGF favorece la transformacion
del embrion hasta el estadio de blastocisto y que el factor de crecimiento similar a la
insulinal (IGF-1) causa un incremento en el numero de células de la masa celular interna
no asi del trofoectodermo (Gardner y Kaye, 1991; Harvey y Kaye, 1992) y ademas
estimula el metabolismo embrionario. Al respecto se ha propuesto que la insulina

estimula el metabolismo y crecimiento de los embriones que en estas etapas aun no han
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llegado al atero (Harvey y Kaye, 1990). En los embriones del cerdo también se han
descrito receptores del IGF-1 en el dia 12 de la gestacion, este hallazgo coincide con

altas concentraciones de IGF-I en el fluido uterino (Lechter et al., 1989).

En embriones de conejas hay un incremento del IGF- | el dia 3 de la gestacidén y se ha
identificado en la cubierta del producto en esta especie y promueve la transformacion de

morula a blastocisto (Herrler et al., 1997).
3.8.1.5. Prostaglandinas

Los embriones de diversas especies de mamiferos como bovinos, ovinos, conejos y
porcinos son capaces de sintetizar prostaglandinas de las series E y F; estas substancias
se han involucrado en sefiales paracrinas para inducir modificaciones del endometrio
necesarias para la implantacion; en el caso del oviducto, el estudio de las
prostaglandinas tiene como finalidad conocer la regulacion del transporte del cigoto, ya

gue estos compuestos tienen efectos sobre la contraccion del miosalpinx.

En equinos las prostaglandinas de tipo E es capaz de reconocer la gestacién temprana,
pasaran a la cavidad uterina 5 dias después de la fertilizacion, ya que durante los dias 5
y 6 de la gestaciébn el embrion produce grandes cantidades de protaglandina E
(StetTeenhagen et al., 1972).

3.8.1.6. Catecolaminas

La noradrenalina es el mediador quimico de las terminaciones de las fibras simpéticas,
gue inervan el oviducto favoreciendo la relajacion de la musculatura lisa del érgano. En
la coneja no gestante, las concentraciones de noradrenalina son elevadas en el ampula
en relacion con el istmo (unién istmo-ampular) mostré una disminucion 17 horas después
de la inyeccién de un compuesto quelante. Estudios realizados en el fluido oviductal
mostraron que la concentracion de noradrenalina fue siempre menor en el ampula que
en el fluido del istmo, lo cual no corresponde con las concentraciones tisulares (Bodkne
y Harper M, 1973). En la coneja las concentraciones de las aminas biégenas como
noradrenalina, dopamina y adrenalina disminuyen en el fluido del oviducto entre el estro

y la ovulacion (Khatchadourian et al., 1987).
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3.8.1.7. lones

Diversos iones se han identificado en el fluido del oviducto, asi como algunas enzimas
involucradas en el transporte de los mismos como la KATPasa, que se ha identificado en

las células epiteliales del oviducto de los roedores (Ge y Spicer, 1988).

En el caso del calcio la concentracion es maxima en el fluido del istmo de bovinos y
ovinos en el momento del estro (Ward et al., 1989). El magnesio varia a lo largo del ciclo
estral de los bovinos, sin embargo aparentemente no hay variaciones en las diversas
regiones del oviducto, mientras que el potasio y el sodio no muestran variaciones tanto
en el ciclo estral como en las distintas regiones del oviducto, resulta interesante el hecho
gue la concentracion de potasio en el fluido es mayor que la del suero (Grippo et al.,
1992).

En bovinos los espermatozoides sometidos a diversos medios del tracto genital
femenino, entre ellos el fluido del oviducto, puede afectar el secuestro del calcio por parte

del espermatozoide sin afectar su capacidad de fertilizacién (Lapointe et al., 1996).
3.9. Produccion in vitro de embriones

La produccion in vitro de embriones, se destaca diferentes procedimientos, como la
recoleccion de los complejos cumulos-ovocitos (COCs), la maduracién de los ovocitos,

la fecundacion in vitro, y la puesta en cultivo de los embriones obtenidos.
3.9.1. Obtencién de los complejos Cumulus-Ovocitos (Cocs)

Para la obtencion de COCs se lleva diferentes técnicas tanto en matadero o de hembras

vivas.
De hembras vivas:

OPU. Aspiracion con agujas especiales y bomba de vacio, guiada por ultrasonografia.
Las técnicas de recuperacion in vivo se han desarrollado ultimamente y no obstante la
"calidad" de los COCs recuperados de foliculos de tamafio mediano y grande (>5 mm)
es muy buena. El nUmero que se recupera es bastante menor que el que se obtiene de

los ovarios de frigorifico. (Critser et al., 1986).
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De hembras faenadas:

Los ovarios colectados de hembras faenadas son transportados en termos que contienen
suero isotonico a 35-37 °C. La aspiracion de los COCs, se realiza aproximadamente

dentro de 4 a 6 horas después de faenados los animales (Filipiak y Larocca, 2010).

Segun Segura P, (2016) “los foliculos entre 3-4mm y 5-6mm presentan mayor desarrollo

embrionario”.

Para la aspiracion de ovocitos se puede utilizar una pequefia maquinita de aspiracion.
La recuperacion es moderada y la "calidad" (capacidad de los ovocitos de completar la
meiosis) es "buena”, en comparaciéon con la técnica de desmenuzamiento (con una hoja
de afeitar, se corta la superficie del ovarios) en la cual la recuperacion es alta, pero la
calidad de los ovocitos es baja. Esto se debe mas que nada a que se recuperan ovocitos
de foliculos muy pequefios no antrales que no han alcanzado el tamafio adecuado para
ser madurados in vitro (Brogliatti et al., 1995). La otra técnica mas utilizada es por
aspiracion de los ovocitos se hace utilizando una jeringa de 10 ml y una aguja de 18 g x

11/2 pulgadas.

Benavides (2012) “Sugiere que el método de aspiracion folicular y el cultivo con una
tensién de oxigeno del 5% deberian ser considerados como factores adecuados para

lograr las condiciones 6ptimas en el proceso de produccién de embriones in vitro”.
3.9.1.1. Clasificaciéon y evaluacion de los COCs

Los COCs se categorizan de acuerdo a la morfologia de las células del cumulus oophorus
y a las caracteristicas del ovoplasma, se lleva acab6é un esquema de las diferentes
categorias de COCs (Tabla 3).
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TABLA 3: Clasificacion de los COCs

Clasificacion de los COCs:

Clasificacion Calidad Caracteristicas a evaluar
A Bueno Completamente rodeado por mas de 3 capas
de células del cumulus y citoplasma
homogeneo.
B Regular Rodeado parcialmente por células del cimulus
0 con citoplasma irregular.
C Malo Desnudo.
D Degenerado  Rodeado por fibrina ( con aspecto de tela de
arana).

(Liebfried L y First, N L., 1979; Sato, E y col, 1990)

Al realizar la clasificacion morfologica es una dificultad para el técnico seguir una regla
fija, al enfocar el microscopio estereoscopio se evidencian variabilidad entre COCs y por
otro lado, la cantidad de COCs, al manipular hace dificil categorizarlos adecuadamente
(Senatore et al., 2010; Pontes et al., 2010; Ahumada et al., 2006, Ordofiez, 2005; Wood
y Wildt, 1997).

3.9.2. Maduracion de ovocitos in vitro

La maduracion ovocitaria es una etapa decisiva del proceso de produccién de embriones
in vitro. Acabo existen evidencias que los ovocitos madurados in vivo poseen una
competencia superior frente a los madurados in vitro. Si la condiciones de maduracién
son muy desfavorables, se observa el bloqueo de la meiosis truncando cualquier
posterior desarrollo mientras que si estas condiciones tienen pequefias fallas, las
consecuencias podrian ser cambios epigéneticos en el genoma embrionario y en la

expresion génica (Niemann y Wrenzycki, 2000).

La maduracion in vitro (MIV) es una técnica que utiliza los ovocitos inmaduros removidos
de los foliculos para ser cultivados en medios que simulan las condiciones fisioldgicas
necesarias para que alcancen el estadio de metafase Il es decir maduren y puedan llevar
a cabo las funciones necesarias para la fecundacién y posterior desarrollo embrionario
(Mamani y Valdivia, 2019).La maduracién nuclearmente debe observarse la expulsion
del corpusculo polar en un periodo de 24 horas, lo que indica que el ovocito se encuentra
en metafase Il (MIl) (Hosoc y cols, 1995).
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La meiosis permanece detenida en los ovocitos que se encuentran en los foliculos hasta
gue estos son expuestos a gonadotrofinas que permiten la continuacién de la meiosis.
En el proceso de maduracion in vivo de los ovocitos, interviene la hormona foliculo
estimulante (FSH) para el crecimiento folicular, la hormona luteinizante (LH) que induce
la maduracion final y la ovulacion del ovocito seleccionado. Varios autores han indicado
gue para que el proceso de maduracion se lleve a cabo debe existir un balance hormonal

en el foliculo (particularmente de los esteroides) (Del campo et al., 2003).
3.9.2.1. Medios de maduracion de ovocitos

Los medios mas destacados para la maduracion de ovocitos son las hormonas foliculo
estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH) y estradiol 173 , medio de maduracion
TCM-199 (Tissue Culture Medium 199), que esta compuesto por sales de Earles con
bicarbonato, suplementado con piruvato, lactato, vitaminas, aminoacidos, purinas y
proteinas (albumina bovina o suero) (Palma, 2001 citado por: Ahumada M, 2009). En
algunos laboratorios la adicion directa de estas hormonas ha sido substituida agregando
suero de vacas en estro (ECS). Este suero es suficiente para producir maduracion
(nuclear y citoplasmatica), expansion de las células del cumulus y futuro desarrollo del

cigoto.

Existe la evidencia suficiente que los ovocitos pueden ser madurados con éxito sin la
presencia de suero en el medio. Recientemente, se ha estudiado un sustituto de suero
sintético suplementado con factor de crecimiento epidérmico (EGF) para reemplazar el
suero fetal bovino en el medio de maduracion, demostrando resultados similares a los

grupos control con suero (Sagirkaya et al., 2007).

Generalmente, los COCs son madurados en placas petri, en gotas (10 COCs/ 50 uL en
medio de maduracion) cubiertas con 10 ml de aceite mineral. Estas placas son colocadas
en una estufa de cultivo en una atmésfera que contiene 5% C0O2, 39 °C y 95% humedad,

por 24 horas.
3.9.3. Fecundacién in vitro

La fecundacion es un proceso complejo que resulta de la union del espermatozoide y el

ovocito. Esto sefaliza el comienzo de la transicion de ovocito a embridn. Para la correcta
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fecundacion in vitro se requiere una apropiada preparacion de ambos gametos, y también
de unas condiciones de cultivo favorables, con un periodo de incubacion de 6-24horas
(Gordon, 2003).

3.9.3.1. Capacitacion espermética

Los espermatozoides de los mamiferos sufren una serie de cambios bioquimicos y
biofisicos antes de la fertilizacion, denominados capacitacion (Wani, 2002). Para la FIV
es esencial llevar acabo dicho proceso de forma artificial, lo que implica someter a los
espermatozoides a un procedimiento de seleccion, en el cual s6lo aquellos de mejor
calidad y motilidad son separados del plasma seminal, espermatozoides muertos o

inmdoviles, diluyentes y crioprotectores (Urrego et al., 2008; Correa y Zavos, 1996).
a) Lavado y separacion de espermatozoides entre los motiles y no motiles

Existen 5 técnicas entre ellos el lavado por centrifugacion, swim-up, gradiente de percoll,
filtracion en columna con lana de vidrio y migracién-sedimentacién (Avery y Greve, 1995).
Los mas utilizados en los laboratorios FIV es el gradiente de precoll y el swim-up donde

seran descritos a continuacion:

El percoll esta constituido por particulas coloidales de 15 a 30 nm de diametro cubiertas
con polivinilpirrolidona (PVP). El sistema de separacidon de espermatozoides consiste en
la colocacién, en un tubo estéril, de 2 gradientes de percoll (55% y 90%) diluido en medio
de cultivo Sperm-TALP. El semen se siembra en la parte superior del tubo y se centrifuga
a 200g durante 25 min a temperatura ambiente (Avery y Greve , 1995; citado por: Quispe
Villalta, 2017).

El swim-up, es donde seleccionan los espermatozoides en virtud de su motilidad
intrinseca, el semen es depositado en el fondo de un tubo de ensayo con el medio
adecuado, se incuban por espacio de 60 minutos y sélo los de mejor motilidad nadan
hacia arriba, de tal manera que al momento de retirar el contenido de la parte superior
del tubo se seleccionan los espermatozoides vivos y con motilidad rectilinea progresiva
(Urrego et al., 2008; Garcia, 2004). EI TALP (Tyrodes modified medium) o el BO (Brackett

and oliphant medium) son los medios de fecundacién mas comuinmente utilizados.
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La metodologia ha sufrido una serie de cambios con el fin de mejorar su eficiencia. Los
espermatozoides que se obtienen son de buena calidad en el &mbito motil, ademas es
facil de realizar y barata, pero su rendimiento cuantitativo suele ser bajo siendo la tasa
de recuperacion, por ejemplo, 10-20%, lo cual constituye una desventaja pues se

necesitaria una mayor cantidad de muestra para este tratamiento (Palma, 2001).

Adicionalmente; la morfologia normal de la cabeza, la integridad de la cromatina, o la
viabilidad e integridad acrosomal (Somfai et al., 2012) no son tomadas en cuenta en la

seleccién mediante esta técnica.
b) Capacitacién de espermatozoides

A este medio, conocido como FERT-TALP modificado, se le agrega heparina en bajas
concentraciones (entre 2-5 ug/ml), es la mas usada actualmente para la capacitacion
espermatica, penicilamina hipotaurina- epinefrina (PHE) y una concentracién de
espermatozoides conocida de acuerdo al reproductor que se esta utilizando. Los COCs

se mantienen en co-cultivo con los espermatozoides por 6 a 18 horas (Del campo, s.f.).

La concentracion de espermatozoides mas frecuente utilizada fluctia entre 1-2x106
espermatozoides/ml, dependiendo por cierto de la “calidad fecundante” de los
espermatozoides del toro. Existen variaciones en cuanto a la capacitacion espermatica
in vitro, entre los toros y en el mismo toro en diferentes eyaculados. Por lo tanto, previo
a usar un toro, se hace necesario examinar su capacidad fecundante in vitro

(Del campo, s.f.).
3.9.4_ Cultivo de los embriones in vitro

Durante el cultivo embrionario in vitro ocurren cuatro eventos importantes en lo que se
refiere al desarrollo desde la etapa de cigoto hasta la formacion del blastocisto: la primera
division embrionaria, cuyo momento de presentacion es critico para el subsecuente
desarrollo del embridon (Lonergan et al., 1999), la activacion del genoma embrionario en
la etapa de 8 a 16 células (Memili y First, 2000), la compactacion de la mérula en el dia
cinco (Boni et al.,, 1999) y la formacién del blastocisto a los dias seis o0 siete
(Watson, 1992).
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Segun Lonergan et al. (2003) las condiciones inadecuadas del ambiente de cultivo que
pudieran afectar alguno o todos estos eventos podrian tener un efecto deletéreo sobre
la calidad del embrién. Esto indica que el cultivo embrionario desde cigoto hasta
blastocisto es critico para la PIV de embriones, ademas que durante este periodo se
define en gran medida, la calidad de los embriones obtenidos (Rizos et al., 2002; Galli
et al., 2003; Lonergan et al., 2003a; Lonergan et al., 2004).

Mientras el nimero de blastocistos PIV depende principalmente de la calidad de los
ovocitos recuperados, la calidad de los blastocistos esta determinada por el ambiente de
cultivo y fertilizacion de los ovocitos (Calado et al., 2001; Holm et al., 2002; Rizos et al.,
2002). La tasa de desarrollo de blastocistos in vitro oscila entre 30 y 40% (Marquant Le
Guienne et al., 2001; Watanabe et al., 2001; Blondin et al., 2002; Lonergan et al., 2003b).

3.9.4.1_. Seleccién de embriones viables

Para el cultivo embrionario se deben tomar en cuenta solamente a los cigotos que posean
blastémeros definidos, tanto en morfologias asi como en aspecto de estas. Los cigotos
u ovocitos que no hayan sido fertilizados, siendo esto manifestado por la extrusion del
segundo corpusculo polar, deben evitar ser cultivados debido a que al iniciar su
degeneracion pueden liberar sustancias reactivas de oxigeno (ROS) generando un
estrés oxidativo sobre el resto de embriones y afectar su desarrollo normal
(Malaga et al., 2015a) .

3.9.4.2. Medios de cultivo para embriones in vitro

En los laboratorios emplean medios de cultivo para la reproduccién asistida humana los
proporcionan en diferentes casa comerciales especializadas, en mayor o menor medida,
(Coy, 2012) llegan a informar sobre la composicion cualitativa sin apenas ofrecer datos
cuantitativos. En la reproduccion de animales se venden en los laboratorios productos
ya elaborados para las diferentes etapas de la FIV , sin llegar obtener la composicion
cualitativa y cuantitativa del producto, hace referencia solamente la cantidad en ml, lo
demas es resguardada por el laboratorio, pero se llega a tener una idea mediante los

diferentes estudios realizados, donde utilizan medio de cultivo convencional y estos
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muestran la composicion cuantitativa sin ningun obstaculo, obteniendo como resultado

embriones in vitro.

El cultivo de embriones se basa en el uso de diferentes medios para el desarrollo de las
primeras etapas embrionarias. De acuerdo a sus caracteristicas los cultivos se clasifican
en tres categorias: indefinidos, cuando se utiliza suero y cocultivo con células sométicas;
semidefinidos cuando se omite el cocultivo y el suero se remplaza por albumina sérica y
definidos, cuando el suero se remplaza por macromoléculas como el polivinil alcohol o la

polivinil pirrolidona (Herradoén et al., 2007).

Sin embargo, los medios simples més utilizados para el cultivo de los embriones bovinos
son: el fluido oviductal sintético, con base a los componentes encontrados en el fluido
oviductal bovino, y el medio KSOM (Liu y Foote 1995), ayudando asi a que cada vez mas
se vaya buscando componentes para la eficaz nutricion de los embriones. Recordando
que estos medios todavia necesitan ser mejorados sensiblemente, puesto que el cultivo
de los embriones producidos in vitro en el interior del oviducto incrementa notablemente

la calidad de los mismos.
3.9.4.3. Sistemas de cultivo embrionario in vitro

Los sistemas de cultivo pueden ser continuos con el mismo medio de cultivo durante los
7 dias de CIV o puede haber un cambio de medio (SOFaa) al 3 dia, ya que se ha
demostrado que el uso de medio SOFaa permite la obtenciéon de embriones de mejor
calidad. El cultivo embrionario puede darse en gotas o en pocillo, tomando en cuenta la
relacion medio — nimero de embriones que se debe mantener para poder evitar la
competencia por los sustratos, y favorecer el sinergismo en el desarrollo embrionario
(Herradon, 2007 citado por: Malaga et al., 2015b).

3.10. Desarrollo embrionario
3.10.1. Primeras Divisiones del Cigoto

El cigoto se divide con una periodicidad de unas 24 horas mientras desciende por el
oviducto; observandose dos células o blastomeros simétricos y bien definidos, sin que

se aumente la masa celular (Bruce y Carlson, 1990). En cada segmentacion posterior
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tardan 10 a 12 horas y las divisiones subsecuentes son consecutivas, formando de
manera progresiva blastbmeros mas pequefios (Bartolomé, 2009; Austin y Short , 1982).
El transporte hacia el Gtero, en parte regulado por la relacion estrogenos/progesterona,
demora en la vaca 3-4 dias y el embrién llega con un total de 16 o 32 células en

blastomeras (Alonso y Caccia, 2007).

fecundacion 4 células 16 células blastocisto
ovulacién 2 células 8 células mérula

Tomado de: Filipiak y Larocca (2011)

Figura 3. Desarrollo embrionario temprano en el bovino in- vivo

El cigoto resultante empieza a dividirse en nuevas células denominadas blastémeros
embridn, se empiezan a contar desde el dia del estro, toda estas divisiones hasta el dia
8, donde ocurren dentro de la zona pelucida (Palma, 2008). Caracteristica importante
de esta etapa es que todos los blastbmeros son idénticos y totipotentes (Climent et al.,
1998). Cuando llega a 8 células este es transportado a través del oviducto ya que al dia
5 aproximadamente se produce el ingreso al cuerno uterino con un estadio de 16 células,
el embrién continua con su desarrollo y al dia 5 es denominado mérula y se encuentra
con 32 a 64 blastomeros en forma esférica, son relativamente independientes del
ambiente uterino, pero en la mayoria de las especies se encuentran aln en el oviducto
(Palma, 2008). Los embriones en estado de morula d recordarse que las blastomeras
estan rodeadas por la zona peliucida. La ZP (zona peldcida) tiene propiedades
antiadherentes, (Noriega, Martinez y Flores , 1995) lo cual facilitaria el desplazamiento
del embrion a lo largo del oviducto y del Utero (edad estimada 5 dias). (Hernandez et al.,

2008 citado por: Castafieda, 2009) (Figura3). En el aspecto morfolégico la masa celular
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(embrion) se encuentra ocupado por la mayor parte del espacio perivitelino a diferencia
de morula compacta su blastomeros estan unidos y constituyen una sola masa compacta

gue ocupa entre el 60-70% del espacio perivitelino.

El desarrollo del embridén sigue su curso y comienza a formar una cavidad interna
ocupada por liquido conocido como blastocele, que abarca menos del 50% del embrion;
esta etapa presenta una fase critica, que es la compresién, durante la cual los
blastomeros se aplanan y se unen densamente dando lugar asi al blastocisto (Figura 3),
en este momento es esférico y mide solo 160-180u en el que se puede apreciar una
pronunciada diferenciacion entre las células, pudiendo observarse el disco embrionario
como una masa de células interna (embrioblasto) que dara origen al embriony la capa
celular externa (trofoblasto) dara origen a la formacién de la placenta (Tabla 4) (Alonso
y Caccia, 2007).

Posteriormente, el blastocele se expande abarcando mas del 50% de la totalidad del
embridn y el embridn ocupa el 90% del espacio perivitelino, por lo que recibe el nombre
de blastocisto expandido posee mas de 200 células, cuya principal caracteristica es el
aumento considerable del didmetro del embridn y el adelgazamiento de la zona pellcida;
que finalmente sufre una ruptura y el blastocito eclosiona abandonando la zona peltcida
(Noriega et al., 1995). Su forma es esférica con un blastocele bien definido o colapsado,
luego continua con la etapa de gastrulacion, durante la cual se dara la implantacién y
desarrollo fetal (Fernandez et al., 2007) (Tabla 4).
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7 Cronologia del desarrollo embrionario en la especie bovina. N

~

il

Ovocito recién owvulado, Huevo fecundado desnudado por los Embrién en 2 células

Embrién en 4células
aan rodeado por células espermatozoides donde se aprecian (dia 2 del celo) (dia 3)
de la granulosay corona los cuerpos polares y los prontcleos
radiada (dia 1 después (1.5 dias de iniciado el celo o 12 horas
de iniciado el celo). de la ovulacion (6ptica wpo claroy

contraste de fase).

—

Morula compacta Blastocisto precoz
de > 32 células (dia 7) (dia 7.5)

Embrion en 8 células Embriéon en 16 células Morula de 32 células

(dia 4) (5 dias) (dia 6)
Blastocisto expandido Blastocisto
\ (dia 8) eclosionando /
dia 8.5

Tomado de: De Armas (2014)
Tabla 4. Estados del desarrollo embrionario bovino in-vitro
3.10.2. Evaluacién de la calidad embrionaria

Para evaluar la calidad embrionaria existen muchos métodos alternativos, la evaluacion
basada en criterios morfologicos contindian siendo la més simple, rapida y confiable. La
evaluacion morfologica realizada con el estereoscopio es la mas utilizada y generalmente
se realiza después de la busqueda y localizacion de los mismos. Estos pasos son
importantes para la transferencia de embriones producidos in vitro (Palma, 2001 citado
por: Catari, 2018).

Algunas de las caracteristicas que se analizan para calificar a los embriones se describen
a continuacion: forma del embrién, color, textura de la masa celular, nUmero y
compactacion de las blastémeras, diferenciacion del tamafio entre blastémeras, tamafio
del espacio perivitelino, presencia de blastomeras sueltas, degeneradas o detritus
celulares, presencia y tamafio de vesiculas (indican degeneracion) y apariencia de la
zona pelidcida (Galina y Valencia , 2011). Palma y Brem (1993) Manifiestan que los

embriones clasificados como excelentes o buenos tiene una alta probabilidad de alcanzar
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la prefiez (60-70 por ciento), mientras los de muy baja calidad no concluyeron en

prefeces.

Los embriones son evaluados por varios criterios, habiéndose adoptado el de
International Embryo Transfer Society (IETS), que fue desarrollado por (Lindery Wright,
1983). Se describe en la (Tabla 5) los grados de calidad de embriones:

TABLA 5: Clasificaciéon y caracterizacion morfolégica del embrién bovino segun

su calidad

Imagen Calidad Cddigo Caracteristicas

Masa embrionaria esférica y
asimétrica, células uniformes en
tamario, color, densidad.
.% o Bueno Consistente con estado de

Excelente 1

desarrollo.

Irregularidades  menores, zona
pelucida esférica,sin deformidades
85% de material celular intacto y
viable (sin células extruidas en
espacio perivitelino).

Irregularidades moderadas en
aspecto, forma, tamafio, color y
densidad de células. 50% material
celular intacto y viable.

Regular 2

Irregularidades mayores en formay
tamafio de masa embrionaria y en
tamafio, color y densidad de células
individuales. 25% material celular
intacto y viable.

Pobre 3

2

_ e Muerte Degenerado, muerto o de una
Y Z H
S célula. Estos no son viables y
deberian ser descartados.

Lt - *  odegenerado 4

t{. e

Fuente: Stringfellow y Givens(2010); B6 y Mapletoft ( 2013) citado por: Limache (2015).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacion

El presente trabajo se realiz6 en el centro de Mejoramiento Genético del altiplano-UAC
BATALLAS, se encuentra ubicado en la comunidad de Batallas, en tercera seccion

municipal de la Provincia Los Andes; situado a 50 km de la ciudad de La Paz, Bolivia.

Se encuentra geograficamente a una latitud sur de 16° 28' 51"45 y longitud Oeste de
68° 55' 02"72 y una altitud de 3.838 msnm.

La temperatura media del lugar es de 10°C, y cuenta con una precipitacién pluvial
media de 600 mm al afio (SENAMHI, 2016).

Grafico 1. Ubicacién del centro de Mejoramiento Genético del Altiplano—UAC
BATALLAS
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4.2. Materiales

4.2.1. Material bioldgico

Los materiales y equipos utilizados en el presente estudio son los siguientes:

-Colecta del fluido uterino de camélido
Se trabajé con 1 Llama
4.2.2. Material genético

-Ovarios de hembras faeneadas

Se obtuvieron las muestras del matadero municipal de “Los Andes” El- Alto, donde se
recolectaron 286 ovarios frescos directamente de la canal de 143 vacas.

- Semen criopreservado

Se utilizé semen de toro congelado de dos razas Holstein (Ringer) y Pardo Suizo (Lider),
procedente de la estacion experimental de Choquenaira de la facultad de Agronomia del

laboratorio criopreservacion de semen.
4.2.3. Equipo de laboratorio

Céamara de flujo laminar
Bafio maria

Vortex

Balanza analitica
Estufa

Centrifugadora
Estereoscopio
Microscopio

Nevera

Incubadora portatil

YV V.V V V V V V V V V

Micropipeta 1-10uL
4.2.4. Materiales de laboratorio

» Tubos de ensayo 10mi
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YV V.V V V V V V V V V

YV V.V V V V V V V V V V V

YV V V V

Tubo graduado 15ml
Gradillas

Vaso precipitado 500ml|
Vaso precipitado 50ml
Cajas Petri 30mmx15mm
Porta objetos

Agujas hipodérmicas 18G
Jeringas de 5ml

Jeringas de tuberculina 1ml
Estuche de diseccion

Taper convencional

4.2.5. Materiales para la colecta del fluido uterino de camélido

Tranquiliss inyectable (Acepromacina maleato 1%)

Sonda Foley N°18
Varilla de inseminar
Pinza hemostatica
Agua DD (MILLIQ)
Matraz Erlenmeyer 50ml
Tubos falcon 50ml
Jeringa de 20ml|
Guantes de palpacion rectal
Papel toalla

Jabon antibacterial
Alcohol

Tarima
4.2.6. Materiales para la colecta de ovarios

Suero fisiologico
Pentagal reforzado (Antibiotico)
Bolsas de polietileno 20x22cm

Termdmetro de precision
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YV V. V V V V

YV V. V V V

YV V VYV V

Termo
Mini conservadora

Maleta térmica
4.2.7. Medios para la Produccion de Embriones in vitro

Medio de lavado (BO-WASH)
Medio de maduracién (BO- HEPES)
Semen preparado (SEMEN-PREP)
Medio de fertilizacion (BO-IVF)
Medio de cultivo (BO-IVC)

Aceite mineral (BO-OIL)

4.2.8. Hormonas
Acetato de burselerina (GNRH)
4.2.9. Otros

Agua destilada

Secadora de cabello

Cocinilla eléctrica

Antiparasitario (ParamecGoldLA+ADE)
Vitaminas y minerales (Aumentha)

4.2.10. Material de gabinete

Computadora e impresora
Libreta de apuntes
Marcadores

Céamara fotografica
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4.3. Metodologia

4.3.1. Procedimiento pre experimental

Fuente: Elaboracion propia

Imagen 1. Camélidos en pastoreo

En la especie camélida se evalu6 5 aspectos fundamentales previamente a la obtencién
del fluido como ser:

1- Identificacion

El camélido fue identificado inicialmente por sus caracteristicas fenotipicas,

presentando un color café en el lomo vy la parte del cuello y patas de tono blanco.
2-Edad

Se realiz6 la verificacién, separando los labios e identificando por dentro los dientes
incisivos, se clasifico 4 (pinzas y medianos) como dientes permanentes, dandonos un
indicativo de 4 afios aproximadamente mas la referencia de un parto de hace 2 afios no
habiendo problemas reproductivos en el animal.
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3-Condicion corporal

Para la condicién corporal en el animal, se llevd a cabo la palpacion en la superficies
dorsales verificando la cubierta de grasa, asimismo se palpo bajo presion en la apofisis
lumbares, determinandose con buena condicién corporal, con calificacion de 4, en escala
calificatoriade 1 a 5 (Pérez, 2003; Vaughan, 2006).

4-Alimentacion

El animal es alimentado con plantas nativas todo el afio, para la investigacion se tomé
en cuenta los meses de noviembre a marzo, esta época es la etapa donde aumenta la

cantidad y calidad de la pastura mejorando asi la condicion corporal del camélido.
5-Estado sanitario

Se desempefid un medio preventivo en el animal; administrando antiparasitario de
amplio espectro para parasitos internos y externos (ParamecGoldLA+ADE) 1.5ml vy el
reconstituyente energético vitaminico y mineral (Aumentha) 5ml. Los productos se
administraron de acuerdo a su peso vivo y por via intramuscular en el mes de noviembre

rigiendo el calendario sanitario del camélido.
4.3.2. Procedimiento experimental para la obtencion del fluido uterino del
camélido

Para la obtencion del fluido uterino un dia antes a la Llama se administré por via
intramuscular 1ml de la hormona liberadora de gonadotropina (GNRH) conocido
también como acetato de burselerina (Imagen 2), actia como inductor de ovulacion, el
efecto de la hormona esta entre las 24-30 horas luego de su administracion, el promedio

gue se tomo en este estudio es de 24 horas aproximadamente (Garcia et al., s.f.).
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1

Fuente: Elaboracién propia )

Imagen 2. Hormona liberadora de gonadotropina (GNRH)

Pasado las 24 horas primeramente se comprob6 el efecto de la hormona donde se llevo
a cabo la inspeccion del aparato reproductivo externamente (Imagen 3), el método
consistio en separar los labios vulvares y observar las paredes de la vulva, logrando
evidenciar de un tono rojizo, se realizo la comparacion con lo verificado un dia antes
durante la administracion (GNRH), donde se presencié de color blanquecino estas

diferencias nos da un indicativo de ovulacién en el animal.

Fuente: Elaboracién propia
Imagen 3. Inspeccion de la vulva

Luego se administré 1ml de tranquilizante (Acepromacina) por via intramuscular de
acuerdo a su peso vivo, para su efecto se esper6 15 minutos aproximadamente

(Imagen 4).
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En seguida del efecto se procede al traslado del animal al brete, previamente se adecuo
un brete de bovino para camélido, incorporando una tarima de acuerdo a su peso y

longitud corporal.

El camélido una vez trasladado es introducido al brete subiéndolo a la tarima para luego
proceder con la inmovilizacién, consistié en cubrirle los ojos con un pafio evitando su
visualizacion, seguidamente se amarro con la cuerda ambas patas traseras y se
procedio a jalar la cuerda en direccion contraria y con ayuda de la mano se presiono la
region de la grupa hacia abajo, para finalmente colocarla en decubito ventral (posicion
copuladora), luego se desarrollé el nudo en la region posterior de la grupa y en la region
anterior de la cruz, facilitando el manejo y evitando algun tipo de movimiento en el

animal (Imagen 5).

Posteriormente con ayuda de un guante de palpacion rectal estéril se realizo la palpaciéon
del aparato reproductivo por via rectal, antes es retirado todo el contenido fecal del recto,

permitiendo identificar la cérvix y ambos cuernos uterinos.

Distinguiendo el aparato reproductor se limpi6 la vulva y la region perianal con ayuda de

jabon antibacterial y un papel toalla, evitando alguna contaminacién en la muestra.

Fuente: Elaboracion propia

Imagen 4.Tranquilizante (Acepromacina)
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Fuent‘é: Elaboracién propia
Imagen 5. Sujecién ala Llama
Para la colecta del fluido uterino en la Llama, se procedié a introducir suavemente el
catéter flexible en el vestibulo de la vulva, separando los labios vulvares, a medida que
se introducia era retirado la bolsa de esterilizacién, el catéter estaba compuesto por
dentro de una varilla de inseminar y por fuera la (sonda Foley de 2 vias N°18) conforme
al tamafio del uUtero.

El catéter se introdujo friccionando la cérvix permitiendo llegar al cuerno uterino seguido
es extraido cuidadosamente el estilete (varilla de inseminar) quedando dentro solo la

sonda Foley (Imagen 6).

Posterior con una jeringa de 20ml a través de una de las vias se inflo un pequefio balén
de goma de 15cm? de aire para ocluir la luz del Gtero, esto con el fin de fijar el catéter y

prevenir todo el reflujo del fluido.

Luego con una jeringa de 60ml se extrae del matraz el agua DD (MIllIQ) y se administra
a una de las vias, llegando atravesar hacia el cuerno uterino y proceder con la obtencion
del fluido, la colecta efectuada retorna nuevamente por la misma via donde es

recuperado en un matraz estéril de 250ml (Imagen 7).
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Fuente: Elaboracién propia
Imagen 6. Introduccién de la Sonda Foley N°18

Fuente: Elaboracion propia
Imagen 7. Colecta de fluido uterino del camélido

En el proceso de laboratorio la muestra colectada anteriormente es llevado a la camara
de flujo laminar, para prevenir la contaminacion de la muestra, a continuacion se realizé

la homogenizacion para asegurar una mezcla adecuada.

Con una micropipeta adosado a un tips se procede a extraer 7uL de fluido uterino,
luego es transportado a un tubo eppendorf de 1.5ml introduciéndolo en el fondo de ello
(Imagen 8), una vez depositado prontamente se sella la tapa y seguido es trasladado a
un vaso precipitado, se repitié esta técnica unas 15 veces, mas adelante se congelaron

a -80°C hasta la espera de su aplicacion en el medio de cultivo (Imagen 9).
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Fuente: Elaboracion propia
Imagen 8. Procesamiento del fluido uterino de camélido en laboratorio

Fuente: Elaboracién propia
Imagen 9. Muestra de fluido uterino de camélido en la conservadora

4.3.3. Colecta de ovarios en matadero

Los ovarios de bovino fueron obtenidos de hembras sacrificadas en la planta de sacrificio
del Matadero Municipal de “Los Andes” EL ALTO, dentro de sus areas complementarias

internas proceden con la zona de faeno, evisceracion y el area de inspeccion y sellado.

En la zona de evisceracion se concretaba con la recoleccién de los Uteros, para luego
transportarlos a una zona viable, procediendo con la extraccion de los ovarios de ambos

cuernos uterinos derecho e izquierdo, con la ayuda de una tijera curva (Imagen 10).
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Fuente: Elaboracién propia
Imagen 10. Colecta de ovarios en planta de faeno

Los ovarios extraidos son depositados en bolsas de polietileno (20 x 22 cm), por dentro
estaba complementado con suero fisiolégico (0,9%NaCL) 30ml + antibittico (pencilina +
estreptomicina 6.000.000Ul/ml) 5g, se conservo dentro un termo con agua a 38°C.

La muestra una vez concretado, es transportado durante una hora y media hasta el
respectivo laboratorio, en el trayecto del camino se efectuaba la toma de temperatura de

37-39°C un rango que se mantiene para evitar la desintegracion de ovocitos.

Para la colecta de ovarios no se realizé ningun registro reproductivo de la hembra bovina

como el estado de salud en que la que se encontraba.
4.3.4. Recuperacion de ovocitos

En laboratorio la muestra es evaluada nuevamente la temperatura conservandolos
estables (Imagen 9), del termo es extraido la muestra con el propdsito de retirar todo el
excedente mediante un corte, evitando salir los ovarios dentro de la bolsa, en un vaso

precipitado son introducidos y llevados a bafio maria a 38.5°C.
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Fuente: Elaboracion propia
Imagen 11. Toma de temperatura de la muestra en laboratorio

Para la limpieza se procedi6 a retirar cada ovario del bafio maria con la ayuda de una
tijera Kelly, asi mismo se realiz6 el corte de tejidos adyacentes de los cuernos uterinos,

ligamentos y segmentos del Utero con la que se encontraban.

Luego se sometieron al lavado con (suero fisiolégico + antibiotico) atemperado y una
jeringa sin embolo (Imagen 12), seguidamente se realiz6 el secado con un pedazo de
papel de cocina retirando todo el material contaminante sangre y detritus, se llevé a cabo
este proceso para la buena visibilidad de los foliculos y evitar la contaminacién de los

oVvocitos.

Fuente: Elaboracién propia
Imagen 12. Retiro de detritus del ovario
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Para la aspiracion de ovocitos se utilizé una jeringa de 5ml sin embolo adosada a una
aguja 18G, se efectud la puncion cerca a los foliculos seleccionados de forma horizontal

con el bisel hacia abajo, facilitando aspirar foliculos entre 3 a 6mm de diametro.

Su contenido fue colocado en un tubo de ensayo de 10ml a una temperatura de 38.5°C,
una vez concluido con el llenado se dej6é sedimentar por 10 minutos, luego fue sacado
cuidadosamente el liquido folicular con la pipeta fip adosada a una jeringa de tuberculina,

dejando solo los ovocitos sedimentados en el tubo de ensayo.

En una caja Petri fueron vertidos los ovocitos y con el medio de lavado (Bio-Wash IVF)
se en juago por dentro del tubo evitando quedar ovocitos, por otra parte en el

estereoscopio se procedi6 con la busqueda de los ovocitos.

En otra caja Petri el (Bio-Wash IVF) es llevado en forma de microgotas, para el lavado
de los ovocitos colectados, dejandolos libres de impurezas, accediendo a un mayor

enfoque en la contabilizacién y clasificacion segun categoria.

Fuente: Elaboracion propié
Imagen 13. Aspiracion folicular

4.3.5. Método de maduracién de ovocitos in vitro

4.3.5.1. Preparacién de materiales y el proceso de estabilizacion del
medio (BO-HEPES)

Para la formacién de diéxido de carbono se adaptdé una bomba CO2 con un envase de
plastico 350ml acoplado de valvulas, en su interior se incorpor6 5g de polvo efervescente
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posteriormente se cerré y por medio de la valvula se extrajo aire, luego se introdujo 10ml

de agua bidestilada, originando la liberacion de CO2 en el interior de deposito.

Para incubar la muestra se acondiciond un taper convencional prefabricado de 500ml
tipo rectangular, el dispositivo se adecuo de acuerdo a la metodologia de Suzuki et al.,
(1999).

Sobre la tapa del taper se ejecutd un agujero permitiendo incorporar un tapén de tubo de
ensayo, luego fue sellado con pegamento, al tapdn se le insertd una aguja de 18 G x 1
1/2” y se uni6é un tubo de goma de 7cm de largo, funcionando en la extraccion de aire y

la agregacion de agua destilada.

Para la preparacion del medio de maduracion (BO-HEPES) se procedié en sacar del
frasco (700uL) con una jeringa de tuberculina, pronto se deposité a un tubo eppendorf,
por otra lado se extrajo de la bomba de CO2 (2ml) y se introdujo nuevamente junto al

medio de maduracién, regulando el pH de alcalino a acido.

El contenido es retirado del tubo eppendorf y puesto a una caja Petri (30mmx15mm) en
forma de microgotas (4 alrededor y 1 al centro), posteriormente se cubre con aceite
mineral (2ml). En otro lado se procede con el pesaje 0,24g del efervescente donde es

vaciado en otra caja Petri.

El (BO-HEPES) + el efervescente es conducido al taper convencional se lo tapa y
prontamente se extrae de la goma 120ml de aire de su interior con la ayuda de una
jeringa de 20ml y un pinza hemostatica, luego es introducido por la misma goma 1ml de
agua bidestilada junto al efervescente, formando el CO2 en su interior, se pinza la goma
evitando salir todo el contenido. El taper es transportado a la incubadora a 38.5°C por un

periodo de 1 hora para su posterior estabilizacién (Anexo 16).
4.3.5.2. Maduracion de ovocitos

Para la maduracién de ovocitos se procedio a extraer de la incubadora el medio de
maduracion, transportandolo a la platina térmica a 38.5°C, los ovocitos aspirados y
seleccionados anteriormente, por medio del estereoscopio se introdujeron al centro de la

microgota de maduracion separandolos entre ellos.
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Para la incubacién, el medio de maduraciéon de ovocitos junto al efervescente 0,24g
fueron introducidos al taper convencional donde luego con la tapa se procedio a taparlo,
se extrajo de su interior 120ml de aire y seguidamente se incorpor6 1ml de agua
bidestilada cercano al efervescente produciéndose el CO2, se transportaron a la

incubadora a 38.5°C por un periodo de 24horas.

Fuente: Elaboracién propa
Imagen 14. Expancion del Cumulus ophorus (CoCs)

4.3.6. Fertilizacién de ovocitos in vitro
4.3.6.1. Preparacion del medio FER-TALP y SEMEN-PREP

Para el medio FER-TALP se realiz6 el mismo método de estabilizacién, explicado

anteriormente en el medio de maduracion.

Del medio FER-TALP se extrajo 700uL + 2ml de CO2 a un tubo de ensayo seguido con
el ph-metro se procedi6 a verificar el medio de fertilizacion dando un indicativo de 6.8
optimo, pronto se saco con la jeringa de tuberculina todo el contenido del tubo de ensayo

y se traslad6 a una caja Petri, se cubrié con 2ml de aceite mineral.

El medio de fertilizacidbn mas el efervescente fueron introducidos a la caja Petri para luego

proceder a incubar durante 1 hora, a una temperatura de 38,5°C con un 5% de CO2.

Para la capacitacion de los espermatozoides, se sac6 del frasco 1000uL SEMEN -PREP+

2ml de CO2, a un tubo de ensayo dejandolo por 60 segundos en bafio maria a 38.5°C.
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4.3.6.2. Pasos para la capacitacion de espermatozoides por la técnica de
swin-up

Se utiliz6 semen congelado comercial de la raza Holstein y Pardo suizo, los pasos se

aplicaron de la misma forma para ambas razas donde sera explicado a continuacion.

Del tanque criogénico se procede a extraer la pajuela y llevarlo luego a descongelar
durante 30 segundos en bafio maria, se la seca y con ayuda de la tijera se realiza un
corte en el extremo de la pajuela donde se vierte todo el contenido en el medio SEMEN-
PREP previamente atemperado (Imagen 15), se efectia nuevamente el corte en la parte

superior evitando quedar contenido dentro de la pajuela.

Con un tapon se procede al sellado y seguido se inserta al centro del tapon 2ml CO2, se

lleva aincubar durante 1 hora, evitando los reflejos de luz en la muestra.

Finalizado el tiempo de incubacién se lleva centrifugar a 3500rpm por 10 minutos a una
temperatura de 38.5°C, luego se elimina el sobrenadante (espermatozoides muertos)
dejando solo el pellet en fondo, contiendo los espermatozoides capacitados, con la
micropipeta se homogeniza con el FER-TALP y se extrae 2ul de espermatozoides

capacitados al portaobjeto para observar al estereoscopio su motilidad masal.

Fuente: Elaboracion propia
Imagen 15. Incorporacion de semen al medio SEMEN-PREP
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4.3.6.3. Fertilizacién in vitro

Para realizar la fertilizacion se verifico primeramente la maduracion de los ovocitos
observando con el estereoscopio el grado de la expansion del cumulus ophorus

(Imagen 14).

Practicamente de la incubadora se extrajo el medio FER-TALP y con este medio se
procedio el lavado de los ovocitos unas tres veces, para finalmente ser introducidos al
centro de la microgota junto a los espermatozoides capacitados utilizdndose 4uL, los
espermatozoides fueron esparcidos alrededor de los ovocitos para la posible

fecundacion.

El taper se acondiciono a 38,5°C con 5% de CO2, realizando se la extraccion de aire
de 120ml, asimismo se adiciono 1ml de agua bidestilada junto al efervescente 0,249,

generando entre ambos el CO2, se incubo durante 24horas.
4.3.7. Medio de cultivo in vitro

Durante el medio de cultivo los presuntos cigotos fueron retirados de la incubadora y
llevados al estereoscopio para observar si han emitido el segundo corpusculo polar, sin
embargo no siempre es posible la visualizacién de todas las estructuras y se propone la

formacion de las primeras blastbmeras como criterio (Fukui, 1990).

El medio de cultivo anteriormente fue incubado con la misma técnica del medio de
maduracion no habiendo ninguna diferencia a excepto del cambio de medio de cultivo
(BO-IVC).

El medio de cultivo fue retirado de la incubadora y llevado al estereoscopio con los
presuntos cigotos, previamente se llevé a cabo el pipeteo con una jeringa de tuberculina
adosado a un tips efectuando la busqueda y el lavado (2-3 veces) logrando remover
los espermatozoides vy el restante de celulas del cumulus que rodean a los presuntos

cigotos.

En esta etapa se adiciono el fluido uterino de la Llama al medio de cultivo: primeramente
consistié en extraer la muestra de la conservadora y prontamente llevar a descongelar

en bafio maria durante 30 segundos, se extrajo 1uL del interior del tubo eppendorf con
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la ayuda de una micropipeta, inmediatamente fue introducido al medio de cultivo junto a

los presuntos cigotos.

El cultivo se mantuvo por ocho dias a 38,5°C, con el 5% de C02 en aire y 95% humedad

relativa.

Sin la adicion del fluido uterino se realiz6 la renovacion del medio de cultivo a las
48horas, para el lavado se utilizé el BIO-Wash 700uL en un tubo falcén de 15ml a una
temperatura de 38.5°C donde fueron introducidos dentro los presuntos cigotos, luego
mediante agitacion mecénica se utilizd el vortex en un tiempo de 30 segundos, logrando
desnudar el comulus ophurus y permitiendo observar mas visible la zona pelucida y el

desarrollo embrionario.

Posteriormente para el dia 8 se evalud el porcentaje de embriones en sus diferentes
estadios (Imagen 16, 17).

Fuente: Elaboracién propia
Imagen 16. Visto por microscopio 10x: Dia 3 (4-8 células)

Fuente: Elaboracion propia
Imagen 17. Visto por microscopio 10x: Dia 8 (16 -32 células-Morula y blastocisto)
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4.3.8. Evaluacion del desarrollo embrionario in vitro

El desarrollo de los embriones fue evaluado con la ayuda de un estereoscopio y un
microscopio de 10x alas 48 horas y al dia 8 de cultivo, observando el total de embriones
divididos y el numero de blastomeros, al finalizar el periodo de cultivo se registré el

namero de morulas y blastocistos.

No existe una clasificacion para evaluar embriones producidos in vitro, como la existente
para embriones in vivo. Sin embargo, la experiencia indica que estos blastocistos son

probablemente mas sensibles.

Su estadio se efectio de manera numeérica de la siguiente manera: (Tabla 5, Imagen 18)

TABLA 5. Estadios del desarrollo embrionario de la especie bovina

CLASE DIA ESTADO DE DESARROLLO
a) 1 1 célula, pronucleo y segundo corpusculo polar — Cigoto
b) 2 2- Células
cyd) 3 4 -8 Células
e) 5 16-32 Células-Moérula
f) 7 64 Células Blastocisto Temprano-Trofoblasto y Macizo
Celular
Interno
f) 8 Blastocisto Expandido
9 Blastocisto Eclosionado

Fuente: Del Campo et al. (2003), citado por: Susafio et al. (2017b)
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Estadios del desarrollo embrionario segun su clasificacion

Fuente: Elaboracion propia

Imagen 18. Desarrollo embrionario temprano del bovino in vitro
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4.4. Anélisis estadistico
Para determinar el fluido uterino de la Llama como suplemento en el medio de cultivo
para el desarrollo embrionario bovino, se evaluaron mediante comparacion de
proporciones con la prueba de Ji-cuadrado.
Los resultados se compararon los porcentajes del desarrollo embrionario a las 48 horas
y al dia ocho por medio de la adicion del fluido uterino al medio de cultivo, como también

la calidad embrionaria de acuerdo a la clasificacién de IETS.

2 (0;‘ _ei)Z
A

i

X2 = Variable de respuesta
Oi = N° de observaciones en la ienésima clase
e = N° esperado en la ienésima clase
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5. RESULTADOS Y DISCUCIONES

Para la interpretacion de los resultados, seran representados en dos grupos: Medio de
cultivo sin fluido uterino y el segundo al medio de cultivo con adicion de fluido uterino

de Llama.

TABLA 6. Porcentaje de la maduracion de ovocitos in vitro de bovino para

medios de cultivo convencional +fluido uterino de camélido

Medio de cultivo N° ovocitos N° de ovocitos % de ovocitos
madurados madurados
Medio de cultivo 218 150 68,81%
convencional
Medio de cultivo 210 142 67,62%
convencional + FU
de Camélido

Fuente: Elaboracién propia

69,00% 68,81%
68,80%
68,60%
68,40%
68,20%
68,00%
67,80%
67,60%
67,40%
67,20%
67,00%

67,62%

% de ovocitos madurados
®E Medio de cultivo convencional = Medio de cultivo convencional+F.U.

Porcentaje de la Maduracién ovocitos in vitro

Figura 4. Porcentaje de la Maduraciéon de ovocitos in vitro

Para la maduracién de ovocitos in vitro se aspiraron 428 ovocitos para ambos grupos
donde llegaron a madurar el 68,81% para el medio de cultivo convencional y para el
medio de cultivo suplementado con fluido uterino de camélido el 67,62%, no habiendo

diferencias para ambos datos (Tabla 6 y Figura 4).

54



Los resultados son superiores significativamente frente a los demas estudios en
condiciones de altura de la zona del Altiplano Boliviano, con un periodo de incubacion de
24 horas. Mamani et al., (2017b) Obtuvo como dato el 61,79%, adicionando la hormona
luteinizante (LH) al liquido folicular a diferencia de (Carazas et al., 2018) logr6 obtener
el 44,73% al suplementar la hormona Luteinizante (LH) y GnRH (eCG) en el medio de
cultivo sintético TCM-199, esto puede atribuirse al suplementar diferentes componentes
en la maduracion in vitro. En el estudio actual se trabajé con medio de maduracion
comercial (BO-HEPES) sin ninguna suplementacion alguna no afectando en la
maduracion a cambio se logré obtener una mayor expansion de ovocitos con un cumulo

compacto formado por varias capas de células.

Nagano et al., (2006) menciona que al obtener mayores porcentajes de maduracién con
una adecuada clasificacion morfol6gica se tiene efectos positivos, alcanzando el més
alto porcentaje de blastocistos después de la FIV. Juntamente es la clave para el éxito
de un embrién saludable para el sistema de produccion in vitro y esta directamente
relacionado con la calidad del ovocito, es decir, ovocitos calidad 1 daran mejores
embriones que los ovocitos calidad 2 y estos a su vez que daran mejores embriones que
los de calidad 3 (Holm y Henrik, 1998).

TABLA 7. Porcentaje del desarrollo embrionario in vitro bovino cultivados a las
48hrs con el medio de cultivo convencional + la adicién del fluido uterino de

camélido
Medio de cultivo N° de cigotos N° de embriones % de embriones
cultivados en desarrollo en desarrollo
Medio de cultivo 121 38 31,40%
Convencional
Medio de cultivo 119 44 36,97%
convencional + FU
de Camélido

Fuente: Elaboracion propia
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Porcentaje del desarrollo embrionario cultivado a las
48hrs

Figura 5. Porcentaje del desarrollo embrionario cultivado a las 48 horas

En la tabla 7 y figura 5 muestra la tasa de la divisibn embrionaria a la 48 horas, luego
de la fertilizacion, obteniendo como resultado el 36,97% para la adicion del fluido uterino
con respecto al medio de cultivo no suplementado del 31,40%, no habiendo diferencias

en ambos grupos, cuando fueron sometidos a la prueba de Ji-cuadrado (p<0,05).

(Pahuara F, 2015b) con el medio SOFaa obtuvo el 39,19% similar a nuestro resultados
del 36,97% con adicion del fluido uterino, esto debido a que utilizo la misma técnica Swin
up, produciendo la capacitacion y reaccion acrosomal, permitiendo la penetracion de

espermatozoides a través de la zona peldcida.

Es particularmente interesante considerar el hecho de que el mayor problema del cultivo
de embriones bovinos in vitro indicado en los trabajos de diversos autores, ha sido el
bloqueo de las divisiones celulares que experimentan los embriones cuando alcanzan el
estado de 8-16 células (Wright y Bondoli, 1981; Eyestone et al., 1987; Telford et al.,
1990). En esta investigacion se vio una mejoria a razén al bloqueo logrando obtener
desarrollo de 8 células, Otros estudios han demostrado que los cigotos bovinos que se
dividen tempranamente a las 32-36 horas post-FIV, son mas capaces a desarrollar al
estadio de blastocisto, comparado a los que se dividen mas tardiamente (Lonergan
et al., 2000; Yadav et al., 1993).
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En los estadios mas tempranos (embriones de 1-2 células) se utilizan el piruvato y/o el
lactato y algunos aminoacidos pero no la glucosa. De hecho, la adicion de glucosa a los
embriones bovinos fertilizados resulta en un descenso del desarrollo embrionario
posterior (Takahashi y First, 1992). De acuerdo a la consideracion del anterior estudio
puede ser esta la causa donde se observa una disminucién en el porcentaje del clivaje
de embriones al inicio, en su componente del fluido uterino se evidencia la glucosa pero
en bajas proporciones no afectando a tan extremo el desarrollo embrionario en la

siguientes divisiones.

TABLA 8. Porcentajes del clivaje parala produccion de embriones in vitro
bovino cultivados al dia 8, mediante la adicién del fluido uterino de camélido al

medio de cultivo

Medio de N° de N° de N° de N° de Total de
cultivo cigotos morulas blastocistos blastocistos embriones
cultivados Expandidos
Medio de 121 13(10,74%) 5 (4,13%) 0 18(14,88%)
cultivo
Convencional
Medio de 119 15(12,60%) 7(5,88%) 2(1,68%) 24(20,17%)
cultivo
convencional
+ FU de
Camélido

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados respecto al segundo objetivo sobre el porcentaje del clivaje embrionario
cultivados al dia ocho suplementados con fluido uterino de camélido se demostré por
medio de prueba de Ji-cuadrado, donde existe diferencias significativas (p>0,05) en
ambos medios de cultivo lo cual demuestra claramente que no existe una relacién entre
ambos tratamientos, existiendo en sus resultados una mejoria con la adicién del fluido
uterino efectuando su clivaje hasta blastocisto expandido del 1,68% a diferencia sin la
suplementado del 0% (Imagen 19y 20) .
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Fuente: Elaboracion propia
Imagen 19: Blatocisto expandido (Bx)

25,00%
20,17%
20,00%

14,88%

15,00% 12,60%
10,74%
10,00%
4,13% 5.88%
0, L 0
>/00% - . o, L68%
0,00% I - ——
N° de morulas N° de N° de Total de
blastocistos blastocistos embriones
expandidos

® Medio de cultivo convencional = Medio de cultivo convencional +FU

Producién de embriones cultivados al dia 8

Figura 6. Porcentaje del clivaje para la produccion de embriones in vitro
cultivados al dia 8

De esta forma se observa en tabla 8 y figura 6 el 12,60%morulas, 5,88%blastocistos,
1,68% blastocistos expandidos con un total del 20,17%, con respecto al medio de cultivo
convencional del 10,74% morulas, 4,13% blastocisto, 0% blastocistos expandido con un
total del 14,88%.
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Fuente: Elaboracién propia
Imagen 20: Blastocisto temprano (Bt) Blastocisto expandido (Bx)
(Arista R. 2019b) trabajo con semen congelado de toros homocigoto de la raza aberdeen
angus, donde adiciono el fluido oviductal sintético al medio de cultivo como resultado en
etapa de blastocisto expandido obtuvo para el toro JTRM 0,82% y 1,13% para el VTRM,
en cuanto a nuestro actual resultado no existe diferencias. Sin embargo con las células
del epitelio oviductal (Muci et al., 2000) obtuvo 26,7% superior al presente estudio,
efectué mediante una incision y raspado al oviducto, donde adiciono el componente al
medio de cultivo logrando se evitar el bloqueo en el desarrollo, de tal forma que los
embriones alcanzaron la etapa de blastocisto expandido viables y de calidad al dia ocho

de cultivo dentro del tiempo establecido.

El mayor aporte por parte del suero sanguineo a los fluidos del oviducto y Gtero son las
albuminas, a y B, y- globulinas y lipoproteinas de alta densidad. En cambio el aporte de
las inmunoglobulinas es mayor en el fluido uterino. Esto puede estar asociado al aumento
de la motilidad uterina durante el estro y la consecuente entrada de microorganismos. En
la especie bovina influyen el contenido de IgG donde actia como defensa de
microorganismos (Alavi-Shoushtari et al., 2014). Conforme a las investigaciones, puede
ser un efecto benéfico para acceder al desarrollo de los embriones, evitandose la
propagacion de microorganismos en el medio de cultivo a la vez permitiendo su

desarrollo hasta la etapa de blastocisto expandido.

Respecto en la etapa de moérula y blastocisto temprano (Mamani et al. 2017c) en

condicion de altura llego a obtener 2,27% en morula y en blastocisto el 0% a diferencia
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a nuestro resultado donde se adiciono al fluido uterino alcanzando un mayor porcentaje
de moérulas 12,60% y blastocistos 5,88% (Tabla 8, Figura 6 e Imagen 20). Debe
plantearse en suplementar al medio de cultivo con algin componente para promover
propiedades embriotréficas, ayudando a la compactacion y blastulacion del desarrollo

embrionario del ganado bovino.

A su vez Soto et al., (2019b) registro una incidencia del 30% morulas y 7% blastocistos
cultivados al dia ocho con células del oviducto, no habiendo diferencia en el resultado
actual. A si mismo De los Reyes et al.,(2003) evalud los porcentaje de desarrollo
embrionario al comienzo del cultivo, a las 24 horas y al sexto dia de incubacion con la
adicion de células epiteliales ovidutales (BOEC), sin embargo la proporcién total de
blastocistos tempranos al sexto dia fue significativamente superior al obtenido del 12,3%,
no habiendo ninguna complicacion en el tiempo de in-cubacion, por ende podria

incubarse hasta esta etapa pero dependeria de la suplementacion en la que se utilice.

El fluido uterino tiene en su composicion altos niveles de albumina lo que mejora en el
desarrollo embrionario del bovino protegiendo de sustancias toxicas, aportando los
factores de crecimiento a ciertas hormonas, previniendo a que los embriones se adhieran
al instrumental todo lo contrario al medio de cultivo no suplementado (Leese, 1988).
Estas diferencias podrian tener un efecto positivo en el clivaje celular, donde esta

proteina se encuentra con mayor presencia en el tracto reproductivo.

No obstante existe otro componente que recorre todo el largo del oviducto y Utero
denominandose a la glucosa donde es la principal fuente de energia para la division del
desarrollo celular (Thompson y Peterson, 2000). En el presente estudio las referencias
recabadas (Gardner y Lane, 2002) sobre la concentracién de glucosa se encuentra
3,15mM en el Utero, este requerimiento en base al fluido uterino suplementado permite

al desarrollo del embrién hasta el estadio de blastocisto expandido.

Los factores biologicos y técnicos que posiblemente hayan contribuido en las bajas tasas
del desarrollo embrionario en ambos medios de cultivos, puede estar presente el tiempo
entre coleccidn de ovarios e incubacion. Por esto, se precisa la reduccién de este factor,

asi como el estricto control térmico tanto en el manejo de los ovarios como de los
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gametos obtenidos durante todo el proceso, Asi mismo existe otra causa en lo referente

a la maduracién incompleta o la vejez de los ovocitos cultivados.

Como sefala (Peixoto, 2010) puede atribuirse a la edad del animal en este estudio se
trabajé con animales beneficiadas a la camal donde se encuentran en diferentes fases
del ciclo ovarico, lo cual puede tener efecto en el porcentaje de embriones producidos
in vitro. Al cabo existen otras causas como ser; el numero de ovocitos y embriones por
gota de cultivo, concentracion de espermatozoides, la experiencia del personal de
laboratorio. Otra referencia es el caso al medio de cultivo el hecho de haber obtenido
altos porcentajes de maduracion in vitro y bajo indice de desarrollo embrionario indica
gue necesitan adicionar algunos componentes para soportar el incremento celular de los
embriones, en el estudio presente se adiciono el fluido uterino de Llama donde se llegd
alcanzar hasta blastocitos expandido, para incrementar el porcentaje se necesitaria
suplementar como por ejemplo de las células somaticas. Segun Block et al., (2011)
estimulan el crecimiento de los embriones de los mamiferos mejorando la tasa de clivaje

y desarrollo embrionario.

Las diferentes investigaciones reportadas no son idénticos en nuestro estudio para la
produccion in vitro de embriones bovinos, no fue posible encontrar estudios que
acontezca la suplementacion del fluido uterino de Llama al medio de cultivo por lo cual

se hace énfasis al oviducto.

TABLA 9. Clasificaciéon de los embriones de bovinos producidos in vitro segun

IETS (Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones)

Medio de N° de N° de N° de N° de N° de
cultivo cigotos embriones embriones  embriones  embriones de
cultivados de excelente deregular de mala muertos y

calidad o calidad calidad degenerados
buena

Medio de 121 12(9,92%) 24(19,83%)  30(24,79%)  55(45,55%)

Cultivo

Convencional

Medio de 119 18(15,12%) 30(25,21%)  33(27,73%)  38(31,93%)

Cultivo

Convencional

+ FU de

Camélido

Fuente: Elaboracion propia
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Clasificacion de Embriones segun IEST

Figura 7. Clasificacion sobre la calidad de embriones bovinos segun (IEST)

Fuente: Elaboracién propia
Imagen 21. Blastocisto expandido grado 1 para el medio de cultivo + Fluido uterino

En laimagen 21, observamos un blastocisto expandido, nétese que el diametro aumenta
hasta en un 150% y la zona pelucida se adelgaza hasta un 66%. Son embriones

esféricos, simétricos con células de tamafio, color y texturas uniformes.

Enla Tabla 9 y Figura 7 se muestra el resultado de la clasificacion embrionaria segun su
calidad luego del dia 8, para el medio de cultivo convencional se obtuvieron los
siguientes resultados (excelente calidad de 9,91%, regular calidad 19,83%, mala calidad
24,79%, muertos y degenerados 45,55%) y para el medio de cultivo suplementado con

el fluido uterino de camélido (excelente calidad 15,12%, regular calidad 25,21%, mala
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calidad 27,73%, muertos y degenerados 31,93%) se establecieron de acuerdo a las
normas de la Sociedad Internacional de Transferencias de Embriones no encontrando
diferencias entre ambos tratamientos, donde se observa un mayor porcentaje segun su
clasificacion para el fluido uterino de camélido a diferencia de (Pahuara F.,2015c) obtuvo
porcentajes bajos haciendo referencia al SOFaa (3,03% de embriones de excelente
calidad, 8,69 de regular calidad y de 6,62% de mala calidad, las tres primeras categorias
segun la IETS lo constituyen los embriones transferibles. La cuarta categoria o
intransferible del 81,66%.

En la clasificacion de embriones producidos in vitro también se presenté embriones
degenerados del 31,93% para el cultivo + Fluido uterino de Llama en relacién al medio
de cultivo 45,55% (Tabla 9, Figura 7). Estudios reportaron una incidencia del 15 a 30%,
donde observaron anormalidades cromosomicas, otro caso es por mixoploides, donde
poseen dos o mas lineas celulares, esto se daba cuando alcanzaban el 72% de 151

embriones degenerados (Holm y Henrik, 1998).

Los embriones bovinos in vitro poseen menos microvellosidades y un menor cantidad de
uniones intercelulares ocasionado por los espacios intercelulares. Una gran presentacion
de detritos celulares en el espacio perivitelino y entre las células interna de la masa
(Rizos et al., 2002) y un gran namero de gotas de lipidos, mucho mas que los producidos

in vivo, donde dificulta la visualizacion en el esteoroscopio.

Hasler, (2001) Concluye que la calidad de los embriones ejercen un factor significativo
en la tasa de prefiez para embriones transferidos en fresco y congelados-descongelados.
Sin embargo no todos los embriones morfolégicamente normales garantizan un mejor
éxito durante el desarrollo después de la transferencia embrionaria, no hay duda que los
medios de cultivo embrionario afectan la calidad embrionaria, por lo que hasta la
actualidad, no hay suficiente informacién para concluir cual es el "mejor" de los medios

o sistemas de cultivo (Millano et al., 2016).
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6. CONCLUSIONES

1. El porcentaje para la maduracién de ovocitos in vitro son similares para ambos

grupos, promoviendo la expansion del cumulus ophorus y el reinicio de la meiosis.

2. El porcentaje de embriones cultivados a la 48hrs post inseminacion se obtuvo el
31,40% para el medio de cultivo convencional y 36,97% para el medio de cultivo mas
fluido uterino de Llama. No existiendo diferencia estadisticamente significativas (P<0,05)
entre ambos tratamientos, atribuyen un mayor progreso sobre el desarrollo embrionario

bovino in vitro.

3. El porcentaje de embriones cultivados al dia ocho por medio de la adicién de fluido
uterino de Llama al medio de cultivo, existe mejoria en el desarrollo subsiguiente hasta
el estadio de blastocistos expandido del 1,68% en parte al medio de cultivo sin fluido
uterino del 0%, todo lo cual apoya la hipotesis planteada en esta tesis. Existiendo

diferencia estadistica (P>0,05).

4. Los embriones de ganado bovino se clasifico segun su calidad de acuerdo a las
normas IETS, tras la evaluacion se efectia durante el desarrollo embrionario una mayor

competencia en el medio cultivo en ambos grupos de estudio.
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7. RECOMENDACIONES

v

Es muy valioso realizar mas estudios acerca de la produccién in vitro de
embriones en las zonas altiplanicas de Bolivia para potencializar la mejora
reproductiva y genética en la especie bovina, implementando la técnica por

aspiracion folicular guiada por ultrasonografia (OPU) en vaca vivas.

Es de vital realizar estudios sobre la composicion del fluido uterino en la especie
camélida, debido a las escasas referencias bibliograficas encontradas en esta

investigacion.

Ademas efectuar otro trabajo comparando el fluido uterino con otros suplementos
en el medio de cultivo para evaluar cual es el mas eficiente sobre el desarrollo

embrionario bovino in- vitro.

Poner en practica este protocolo para la criopreservacion observando la viabilidad

de la division embrionaria luego de su descongelacion.

Dar continuidad a la investigacion con embriones procesados mediante este
protocolo en vacas receptoras para observar el porcentaje de implantacion de los

mismos.

Efectuar convenios interinstitucionales con el Gobierno Autonomo municipal de El
Alto y La Federacion Unica de Trabajadores en carne (FUTECRA) para poder
realizar respectivas investigaciones dentro el area del matadero de “Los Andes”
de El Alto.
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ANEXOS



Anexo 1: Proteinas mas abundantes del fluido oviductal de la especie bovina (FOB)

Simbolo  Nombre Acceso  Vol(%)
ALB Albumina sérica P0O2769 21.131538
ENO1 Alfa-enolasa 09xSsJ4 1.729888
ENO3 Beta-enolasa 03zC09 1.729888
TPPP3 El miembro 3 de la familia de proteinas promotoras de 03ZCC8 1.534906
la polimerizaciéon de tubulina

HSPAS Proteina regulada por glucosa de 78 kDa O0VCX2 1.431596
HSP90OB1 Endoplasmina 095M18  1.181098
GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa P10096 0.905705
ACTG1 Actina citoplasmatica P63258 0.883473
ACTG2 musculo liso gamma-entérico O5E9B5 0.883473
TUBB5S Cadena tubulina beta-5 0O2KIDO 0.882556
PDIA3 Proteina disulfuro-isomerasa A3 P38657 0.715439
EPHX2 Epodxido hidrolasa 017QK4 0.639033
CALR Calreticulina P52193 0.629642
TPI1 Triosa fosfato isomerasa O5E956 0.567540
PEBP1 proteina 1 de unién a fosfatidiletanolamina P13696 0.507784
PDIAG6 Proteina disulfuro-isomerasa A6 precursor A6QNLS 0.447726
STIP1 Fosfoproteina inducida por estrés 1 03ZBZ8 0.435986
PAHB Proteina disulfuro isomerasa PO5307 0.415748
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Anexo 2: Proteinas mas abundantes de fluido uterino de la especie bovina (FUB)

Simbolo Nombre Acceso Vol (%)
ALB Albumina sérica PO2769  42.840677
AKR1B1 Aldosa reductasa P16116 1.272226
ACTG1 Actina citoplasmatica 2 P63258 0.947259
ACTG2 musculo liso gamma-entérico O5E9B5 0.947259
TF Serotransferrina precursor Q29443 0.789324
TF Serotransferrina precursor Q29443 0.700539
IDH1 Isocitrato deshidrogenasa (NADP) citoplasmdtico  Q9XSG3 0.649181
TF Serotransferrina precursor Q29443 0.630819
TF Serotransferrina precursor Q29443 0.625038
ALB Albumina sérica PO2769 0.567432
ALDOA Fructosa-bifosfato aldolasa A A6QLL8 0.504118
ALDOC Fructosa-bifosfato aldolasa C Q3ZBY4 0.504118
ENO1 Alfa-enolasa Q9XSsJ4 0.438016
ENO3 Beta-enolasa Q3zC09 0.438016
ALB Albumina sérica PO2769 0.407473
TIP1 triosa fosfato isomerasa Q5E956 0.364798
PNP Purina nucledsido fosforilasa P55859 0.363296
CKB La creatina quinasa de tipo cerebral Q5EA61 0.315712

Anexo 3. Limpieza profunda de laboratorio

Fuente: Elaboracién propia



Anexo 4. Equipos y materiales de laboratorio

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 5. Materiales para la colecta del fluido uterino de Llama

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo 6. Construccion de la tarima
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Anexo 8. Extraccion del tranquilizante (Acepromacina) 1ml

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 9. Procesamiento del fluido uterino de Llama

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 10. Toma de muestra de ovarios en predios del matadero los Andes- El Alto

Pl E

¢

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 11. Extraccion, lavado y secado del ovario (Libre de impurezas)

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 12. Aspiracion del fluido folicular

Fuente: Elaboracion propia -

Anexo 13. Medios de cultivo comercial para la Produccién de Embriones in vitro

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo 14. Cambio de medio de cultivo a las 48hrs

Fuente: Elaboracién propia

Anexo 15. Pesaje del efervescente 0,249

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo 16. Adaptacion de una incubadora convencional

LSE Drsryy 4 =0
Waaress (,)/\/I,A¥‘ -

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 17. Verificacion del Ph de los medios (PIV)

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo 18. Vorterizacion de cigotos (desnudacion del comulus ophurus)

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 19. Visto por esteoroscopio a 10x : Dia 3 ( 4-8 células)

Fuente: Elaboracion propia
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SECRETARIA MUNICIPAL DE DESARROLLO ECONOMICO
DIRECCION DE SERVICIOS MUNICIPALES E INICIATIVAS ECONOMICAS

|
CERTIFICACION
DE TRABAJO DE CAMPO (TESIS DE GRADO)

Ja administracién del gflatadero
Jlunicipal *_fos ndes’

CERTIFICA QUE:
LA UNIV. MARISABEL NINA VERA

Con C.I. 9103382 L.P. y Matricula: 1680477; realizo Trabajo de campo realizando la
toma de muestras de ovarios en hembras faenadas de especie bovino, en el Matadero
Municipal “Los Andes” de la tesis que lleva por titulo: “EVALUACION DEL FLUIDO
UTERINO DE LLAMA (lama glama) EN EL DESARROLLO EMBRIONARIO DEL GANADO
BOVINO PARA CULTIVOS IN VITRO”; el tiempo de 3 meses, (septiembre, octubre y
noviembre del 2019), con repeticién de muestreo (enero, febrero y marzo de la gestién
2021). |

Es cuanto informo en honor a la verdad para fines consiguientes.

- 2t
0. MVE Pih, Quispe Tola

@ ADMINISTRADORA.DEL MATADERO
/ MUMCIPAL DF |08 ANDES

LA PAZ - EL ALTO, 28 DE JUNIO DE 2021

Anexo 20. Certificado de trabajo de campo del Matadero Municipal Los Andes El- Alto

98



