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Abstract. The objective of this study was to evaluate in vitro matured alpaca oocytes, supplemented with different
concentrations of follicle stimulating hormone (FSH) and equine chorionic gonadotropin (eCG) and to determine em-
bryonic segmentation, post in vitro fertilization. Oocytes were recovered from the ovaries of sacrificed alpacas, those
of category A and B were matured in vitro for 36 h in TCM-199 medium, supplemented with hormones distributed in
treatments (T), being T1: FSH (0.05 Ul mL?) + eCG (40 Ul mL?) and T2: FSH (0.1 Ul mL™) + eCG (40 Ul mL™),
then fertilized and cultured in vitro for up to two days. The number of oocytes in metaphase Il was similar (P > 0.05)
between T1 and T2 (62.9 £ 6.8 vs 66.3 + 5.7%). The embryonic segmentation rate was similar (P > 0.05) between T1
and T2 (47.4 + 4.9 vs 53.9 + 8.3%). In conclusion, the supplementation of FSH plus eCG, in the concentrations of this
study, present similar rates of oocyte maturation in vitro and embryonic cleavage in alpacas.
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Resumen. El objetivo de este estudio fue evaluar los ovocitos de alpaca madurados in vitro, con suplemento de dife-
rentes concentraciones de hormona foliculo estimulante (FSH) y gonadotropina coridnica equina (eCG) y determinar
la segmentacion embrionaria, post fertilizacion in vitro. Se recuperaron ovocitos de ovarios de alpacas sacrificadas, los
de categoria A y B se maduraron in vitro durante 36 h en medio TCM-199, suplementado con hormonas distribuidos
en tratamientos (T), siendo T1: FSH (0.05 Ul mL™?) + eCG (40 Ul mL™) y T2: FSH (0.1 Ul mL™) +eCG (40 Ul mL"
1), luego fertilizados y cultivados in vitro hasta dos dias. La cantidad de ovocitos en metafase Il fue similar (P > 0.05)
entre TLy T2 (62.9 £ 6.8 vs 66.3 + 5.7%). La tasa de segmentacion embrionaria fue similar (P > 0.05) entre T1y T2
(47.4 £ 4.9vs53.9 + 8.3%). En conclusion, la suplementacion de FSH mas eCG, en las concentraciones de este estudio,
presentan similares tasas de maduracion de ovocitos in vitro y segmentacion embrionaria en alpacas.

Palabras clave: Oocito, Lama pacos, camélido.

1 Introduccion

La produccion de embriones in vitro (PIVE) de los animales orientado a la investigacion y comercio, en los Gltimos
afios, esta en crecimiento. La PIVE comprende la maduracidn, fertilizacion in vitro de ovocitos y cultivo de embriones. La
calidad genética, entre otros factores, esta relacionada directamente con la fertilidad, que cada vez es mas afectada [1]. La
biotecnologia reproductiva de PIVE, como una alternativa para obtener animales de alto valor genético en menor tiempo; aln
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no es eficiente en camélidos, avanza lentamente frente a otras especies [2]. Uno de los factores que afecta esta tecnologia son
los medios de maduracidn de ovocitos, fertilizacion y cultivo de embriones in vitro que alin estan en etapas iniciales de estudio.
Las tasas de maduracion in vitro de ovocitos son menores, cuando no se usa gonadotropinas como suplemento en medio de
maduracion [3]- [5].

Los medios de cultivo afectan la maduracion in vitro de ovocitos, fertilizacidn y clivaje de embriones. La suplementacion
con gonadotropinas en medio de maduracién afecta la maduracion de ovocitos in vitro, por lo que, las gonadotropinas
probablemente sean fundamentales en la maduracion de ovocitos. La adicién combinada de FSH y eCG a los medios de
cultivo induce mayor maduracion nuclear y citoplasmatica del ovocito de bufalos, que cuando se FSH o eCG solos [6].
Las hormonas para su mecanismo de accidn requieren receptores, se encontraron expresion de mRNA de los receptores
del FSH en las células de cimulos de ovocitos durante la maduracion in vitro [7]. Por ello, se plantea como hipdtesis que
el suplemento de FSH mas eCG en diferentes concentraciones mejoraria la maduracién in vitro de ovocitos de alpaca
repercutiendo en la segmentacion embrionaria. Hay estudios sobre fertilizacion in vitro de ovocitos de alpaca con fines
de PIVE; sin embargo, estos estudios no son suficientes. Por tanto, se plante6 el presente estudio con la finalidad de
evaluar la combinacion de FSH y eCG en la maduracién in vitro de ovocitos de alpaca y la segmentacién embrionaria.

2 Método

Coleccion de ovarios. Los ovarios se obtuvieron de las alpacas postmortem, fueron transportados al laboratorio en un
termo a 36 a 37 °C, siguiendo el protocolo por Del Campo et al. [8], estos fueron sumergidos en solucion salina (NaCl)
al 0.09% suplementados con estreptomicina 100 pg mL™* y penicilina 100 Ul mL™,

Recuperacion de ovocitos. Los ovocitos fueron recuperados por aspiracion folicular de foliculos de aproximadamente
2 a 6 mm de diametro, utilizando jeringa de 10 mL con ajugas de 21 G, cuyo contenido folicular se colocé a un tubo
cénico de 15 mL, el sedimento se coloco a una placa de Petri que contenia solucidn salina tamponada con fosfato (PBS)
suplementada con albimina de suero bovino (BSA) al 2% y mantenidas a 37 °C.

Evaluacion de ovocitos. Los ovocitos se evaluaron utilizando un estereomicroscopio a 2x 0 4x con platina térmica a
37 °C, se lavaron en gotas sucesivas de PBS + BSA. Luego los ovaocitos fueron clasificados de acuerdo con la
descripcion previa de Hawk y Wall [9], que clasifica a los ovocitos en tres tipos, categoria A: buena calidad; categoria
B: calidad intermedia; categoria C: mala calidad.

Maduracion in vitro de ovocitos. Los ovocitos de alpaca de categoria A y B se distribuyeron al azar en dos tratamientos.
Los ovocitos seleccionados se lavaron en gotas sucesivas con Tissue Culture Medium 199 (TCM-199), luego se
transfirieron al medio de maduracién compuesto por TCM-199 con HEPES 10 mM, NaHC03 2.0 mM suplementado con
suero fetal bovino al 10%, piruvato de sodio 0.2 mM, cisteina 0.6 mM, glutamina 0.25 mM, 10 ng mL-1 EGF; 1 ug mL-
1 de 17 B estradiol, 5 pg mL-1 de LH, 0.05 0 0.1 Ul mL-1 de FSH mas 40 Ul mL-1 de eCG, 50 pg mL-1 de gentamicina.
Los ovocitos se incubaron en gotas de 80 pL (10 a 20 ovocitos por gota) en placas Petri (30 x 15 mm) cubiertas con aceite
mineral durante 36 h a 38.5 °C, con una atmosfera con 5% de CO2 y alta humedad.

Evaluacion de la maduracion de ovocitos. La maduracion de los ovocitos se evalud segln descrito previamente por
Ruiz et al. [10] con ciertas modificaciones. Los ovocitos se retiraron de la incubadora y se colocaron en gotas de PBS y
se transfirieron a viales de 0.5 mL. A continuacion, las células del cimulo se eliminaron mediante agitacion por 3 min.
Los ovocitos se lavaron con gotas de PBS y se colocaron en una solucion fijadora compuesta por acido acético/etanol
(1:3; v:v) durante 48 h. La tincién de ovocitos se realizé de acuerdo a la descripcion previa de Huanca et al. [11] con
algunas modificaciones. Los ovocitos en grupos de 5 a 10 se sumergieron en PBS y se colocaron en portaobjetos y se
cubrieron con cubreobjetos. Los ovocitos se tifieron con orceina al 1% (p:v) en acido acético al 45% (v:v) y se examino
su estado nuclear en metafase Il utilizando un microscopio con un aumento a 400x.
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Sobre fertilizacion in vitro. Los ovocitos madurados se fertilizaron in vitro con espermatozoides epididimarios,
obtenidos mediante cortes de la cola del epididimo, los que fueron colocados a placas Petri con contenido de Sperm-
TALP (2 mM CaCl,, 3.1 mM KCL, 0.4 mM MgCl,.6H,0, 0.3 mM NaH,P0O4.H0, 21.6 mM é&cido lactico, 100 mM
NaCl, 1 mM piruvato de sodio, 25 mM NaHCOs3, 10 mM HEPES, 0.6% (w/v) BSA Fraccién V [12]. La capacitacién
espermatica se completd mediante la técnica Swing-up [13]. Posteriormente, el sedimento final del semen se
suspendi6 con Fert-TALP (2 mM CacCls, 3.2 mM KCL, 0.5 mM MgCl,.6H20, 0.4 mM NaH,P0O..H,0, 11 mM acido
lactico, 114 mM NaCl, 0.2 mM piruvato de sodio, 25 mM NaHCQOgz, 20 mM penicilamina, 10 mM hipotaurina, 1
mM epinefrina, 0.6 % (p/v) BSA libre de 4cidos grasos [12] y 10 pg mL™ heparina y 50 mg mL™ de gentamicina,
hasta una concentracion final de 1.0 x 10® espermatozoides mL™. Los ovocitos expandidos se lavaron con PBS
suplementado con BSA y luego se transfirieron a gotas de 80 L de Fert-TALP con suspension de espermatozoides
y se cubrieron con aceite de mineral. Los gametos fueron co-incubados a 38.5 °C con una atmésfera con 5% de CO;
y alta humedad durante 18 h [10].

Cultivo in vitro de embriones. Los presuntos cigotos post fertilizacion in vitro fueron desnudados por agitacion
durante 3 min, lavados SOFm-Hepes y luego cultivados en grupos de 20-30 en 80 uL de medio SOFaa
suplementado con 10% de SFB, 1 mM L-glutamina, 10% de insulina y 50 mg mL™ de gentamicina [14],
cultivados en las mismas condiciones de incubadora de CO; descritos para la fertilizacion in vitro. La
segmentacion embrionaria se evalu6 el dia 2 del cultivo in vitro.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el software estadistico InfoStat (2020e). Se comprobé la normalidad con la

prueba de Shapiro-Wilk y homogeneidad de varianzas con Levene, se transformaron los datos a valores angulares cuando
fueron necesarios. Para el modelo estadistico, se consideré como variable independiente a las concentraciones de FSH
mas eCG, siendo las variables de respuesta el porcentaje de maduracién de ovocitos y el porcentaje de segmentacion
embrionaria. Se realiz6 el analisis de varianza. Se consider6 que hubo diferencia cuando P < 0.05.

3

Resultados

Sobre la Maduracién in vitro de ovocitos de alpaca, los resultados se muestran en la Tabla 1. En la maduracion

de ovocitos de alpaca in vitro, utilizando gonadotropinas FSH y eCG, se encontré similar (P > 0.05) cantidad de
ovocitos en metafase 11 con el tratamiento de 0.1 Ul mL de FSH en combinacién con 40 Ul mL de eCG y el
tratamiento 0.05 Ul mL™* de FSH sola (P < 0.05).

Tabla 1. Promedio de porcentaje (+ desviacion estandar) de maduracion nuclear de ovocitos de alpaca madurados in vitro suplemen-
tados con diferentes concentraciones de FSH y eCG (P > 0.05).

. . Ovaocitos Maduracion nuclear (n; media £ DS)
Tratamiento Réplicas
(n) Ml
FSH (0.05 Ul mL™) + eCG (40 Ul mL™Y) 6 190 117 (62.9 + 6.8)
117 6.3+5.69)
FSH (0.1 Ul mLY) +eCG (40 Ul mLY) 6 177

En la segmentacion embrionaria post fertilizacion in vitro, los resultados de la segmentacion de presuntos cigotos después
de la fertilizacion in vitro de ovocitos de alpaca, se muestran en la Tabla 2. La tasa de segmentacién embrionaria fue
similar (P > 0.05) entre el tratamiento de 0.05 Ul mL™ de FSH mas 40 Ul mL"* de eCG versus tratamiento 0.1 Ul mL™!
de FSH méas 40 Ul mL! de eCG.
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Tabla 2. Promedio (+ desviacion estandar) de segmentacién de presuntos cigotos después de la fertilizacion in vitro de ovocitos de
alpaca (P > 0.05).

Tratamiento Réplicas Presuntos Segmentados Tasa de segmentacion
cigotos (n) (% + DS)
FSH (0.05 Ul mL™) + eCG (40 Ul mL™Y) 5 196 95 474+49
1179 +8.3
FSH (0.1 Ul mL%) +eCG (40 Ul mL%) 5 180 92

4 Discusiones Conclusiones

Los resultados del presente estudio muestran que las combinaciones 40 Ul mL* de eCG con 0.05 0 0.1 Ul mL*
de FSH presentan similar porcentaje de maduracion de ovocitos en MII. Resultados similares se muestran en estudios
previos utilizando diferentes concentraciones de FSH en alpacas [15], [16]. La suplementacién con FSH mejora la madu-
racién in vitro de ovocitos de cabra y produce ovocitos maduros para fertilizacion in vitro [17]. Este efecto positivo de la
FSH se atribuiria al incremento de la expresién de mMRNA de los receptores del FSH en las células cimulos del ovocito,
como se informd cuando se adicion6 FSH en medio de maduracion in vitro de ovocitos yak (Bos grunniens) [7]. Por otro
lado, los dos tratamientos de gonadotropinas con diferentes concentraciones de FHS mas eCG realizados en el presente
estudio, no muestran diferencias significativas, probablemente no habria sinergismo entre las dos hormonas; aunque, otro
estudio informa que la combinacién de FSH y eCG aumento el porcentaje de maduracion in vitro de ovocitos de bufalos
en contraste con usar solo FSH o eCG [6], dado que la eCG tiene actividad como FSH y LH en especies distintas a la
equina, se une a los receptores de FSH [18]. Estas diferencias podrian atribuirse a las varias concentraciones de las gona-
dotropinas usadas en cada estudio. Por consiguiente, queda realizar mas investigaciones utilizando diferentes concentra-
ciones de gonadotropinas en la maduracion in vitro de ovocitos de alpaca. La tasa de segmentacién encontrada en el
presente estudio, para las diferentes concentraciones de FSH y eCG utilizadas en medio de maduracién in vitro, fueron
similares. Estos resultados son respaldados por estudios en alpaca, donde encontraron 46.2% [19], 45.2 y 42.1% [20] de
tasas de division embrionaria. Inclusive hay reportes de tasa de clivaje mas altos en alpacas 66.6% [21], 79.3% [10]. En
estos estudios utilizaron FSH en medio de maduracién, pero no usaron eCG. En general, las gonadotropinas adicionadas
al medio de maduracion in vitro de ovocitos posiblemente estarian involucradas en las expresiones de mRNA de los
receptores de FSH y LH, sin embargo, los efectos en la fecundacién in vitro de ovocitos y el desarrollo embrionario
temprano no estan claros; por tanto, el uso de la eCG adicional a la FSH todavia es controversial, por lo que requiere mas
estudios.

Se concluye que la suplementacion de FSH mas eCG, en las concentraciones de este estudio, alcanzan similares tasas de
maduracion de ovocitos in vitro y segmentacién embrionaria en alpacas.
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