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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar € efecto de un protocolo de vitrificacion de embriones
de alpacas sobre la morfologia embrionaria In Vitro post descongelamiento y viabilidad In Vivo
post transferencia. Dos apacas hembras donadoras recibieron un tratamiento de superovulacion
con eCG y fueron montadas naturalmente. Siete dias después se realizd el lavado uterino no
quirdrgico. Se recuperaron 9 embriones en estadio de blastocisto y clasificados segun lo sefialado
en & manua delalETS (1998). Los embriones fueron expuestos por 5 minutos a la solucion de
vitrificacion 1 (SV1) (0.1 M de sucrosa, 0.125 M de glucosay 10 % de gliceral); 5 minutos en la
Solucién de Vitrificacion 2 (SV2 ) (0.2 M de sucrosa, 0.25 M de glucosa, 10 % de glicerol y 10 %
de etilenglical) y finalmente transferidos a la Solucién de Vitrificacion 3 (SV3), (0.3 M de sucrosa,
0.375 M de glucosa, 20 % de glicerol y 20 % de etilenglicol), por 1 minuto, antes de ser cargados
en pgjillas de 0.25 ml y ser sumergidos en nitrogeno liquido. Cuarentay ocho horas después, los
embriones fueron descongelados y evaluados. Ocho embriones descongelados de buena calidad
morfolégica, fueron transferidos a 8 alpacas receptoras previamente sincronizadas; sin embargo, a
la evaluacién ecogréfica ninguna hembra fue diagnosticada prefiada. Estos resultados nos sugieren
gue posiblemente existan factores que no afectan la calidad morfoldgica pero si la viabilidad de los

embriones transferidos.

ABSTRACT

The aim of the present work was evauate the effect of embryo vitrification protocol in alpacas In
vitro embryo morphology post warming and viability In Vivo after transfer. Two donor female
alpacas were given a superovulatory treatment with eCG and were mated with fertile male alpacas.
Seven days later was performed the nonsurgical uterine flushing. It was recoveried 9 embryos in
blastocyst stage, which were classified according to the IETS manual (1998).During 5 minute
embryos were exposed to Vitrification Solution (VS1), containing 0.1 M sucrose, 0.125 glucose
and 10% glycerol; 5 minutes in the vitrification solution 2 (VS2) with 0.2 M sucrose, 0.25 M
glucose and 10 % glycerol and 10 % ethylene glycol. Finally exposed to Vitrification Solution 3
(SV3), composed of 0.3 M sucrose, 0.375 M glucose, 20 % glycerol and 20 % ethylene glycol for 1
minute, before to be loaded into 0,25 ml straws and plunged into liquid nitrogen. Forty eight hours
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later embryos were warmed and evaluated. Eight good morphological quality warmed embryos
were transferred to 8 recipients alpacas previously synchronized. However at ultrasound evaluation
any female was pregnant. These results suggest that probably exit factors that affect the viability
but not the morphology quality of transferred embryos.

Keywords. Alpaca, criopreservation, vitrification, embryo

INTRODUCCION

La criopreservacion es una técnica que permite disponer y transportar embriones de
animales reproductores genéticamente superiores. En nuestro pais, la crianza de camélidos
sudamericanos es la principa actividad socioeconémica para muchas familias atoandinas, pero que
en laactualidad presentan deficientes indices de productividad en la calidad de fibray carne. El uso
de tecnologias reproductivas, como la criopreservacion de embriones, podrian contribuirian al

mejoramiento de estas especies e incrementar los ingresos de la poblacion de esta zona del pais.

Existen dos métodos para la criopreservacion de embriones. El método convencional, que
consiste en una congelacion lentay requiere de equipos para la reduccion térmicay e método de
vitrificacidn, que consiste en un protocolo de enfriamiento rgpido y no requiere de equipos para el
descenso de latemperatura. En ambos métodos se pueden producir dafios en los embriones, pero e
tipo y grado de los dafios dependen probablemente del método de criopreservacion empleado
(Kaidi et al, 2001). Una de las ventgjas que tiene el método de vitrificacion frente a la congelacion
lenta, es la menor probabilidad que ocurran dafios celulares relacionados a la formacion de hielo
intray extracelular; ademas algunos estudios han demostrado que luego de la vitrificacion algunos
de los cambios producidos en los embriones pueden ser reversibles (Kaidi et al., 1999). Estudios
realizados en ovinos, sugieren que la vitrificacion es un método apropiado para la criopreservacion
de embriones, con tasas de prefiez alrededor del 50% después de transferir embriones vitrificados
(Papadopoulos et al., 2002, Baril et al., 2001).

Desarrollar protocolos de criopreservacion de embriones de alpacas, permitiria disponer de
una herramienta, que aplicado adecuadamente en un programa de mejoramiento genético,
contribuiria a mejorar la caidad de las apacas y otros camélidos sudamericanos. El presente
estudio se realizd con € objetivo de evauar un protocolo de vitrificacion de embriones y su

posterior calidad morfoldgica In Vitro y viabilidad In Vivo.

MATERIALESY METODOS
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09 embriones obtenidos de dos a pacas hembras adultas fueron usados como material experimental.
L as alpacas recibieron un tratamiento de superestimulacién con Hormona eCG (Folligon Intervet),
servicio con machos fértiles y € lavado uterino a los 7 dias pos servicio, segin € protocolo
sefialado por Huanca et al. (2004).

La evaluacion de la calidad embrionaria se realiz6 en base a la clasificacion sefidada por la IETS
(1998), Grado 1: Excelente o buena, Grado 2: Regular, Grado 3: Pobre y Grado 4: Degenerado. La

evaluacion se realiz6 con la ayuda de un estereomicroscopio

Criopreservacion de embriones: Se utilizd un protocolo de vitrificacion modificado a descrito
por Aller et al. (2002). Los embriones fueron equilibrados durante 5 minutos a la solucion de
vitrificacion 1 (SV1) que contiene 0.1 M de sucrosa, 0.125 M de glucosay 10 % de glicerol. Luego
fueron transferidos a la Solucién de Vitrificacion 2 (SV2) por 5 minutos, que contiene 0.2 M de
sucrosa, 0.25 M de glucosa, y 10 % de glicerol y etilenglicol. Finalmente fueron transferidos a la
solucion de vitrificacion 3 (SV3), compuesta por 0.3 M de sucrosa, 0.375 M de glucosa, 20 % de
gliceral y 20 % de etilenglicol, por 1 minuto, antes de ser cargados en pgjillas de 0,25 ml. Una vez
cargados los embriones se procedio a sumergirlos en un tangue con Nitrogeno Liquido. Todo el

proceso de vitrificacion se realizo a temperatura ambiente.

Diagndstico de Prefiez: El diagndstico de prefiez de las receptoras se realizo por ultrasonografia al

dia 30 post transferencia.

Andlisis estadistico: Las variables que se consideraron para € andlisis fueron: Calidad de
embriones recuperados, calidad de embriones a final de la vitrificacion, calidad embrionaria

después del descongelamiento, tasa de prefiez en receptora.

RESULTADOSY DISCUSION:

Calidad de embriones recuperados De los 9 embriones recuperados, 7 (77,78%) fueron
graduados como buena calidad y 2 (22,22%) de regular calidad (Tabla 1). Todos los embriones
recuperados midieron entre 0,12 a 0,7 mm (120-700 u). En los bovinos la calidad de los embriones
parece no estar influenciada por factores tales como la edad de la donadora, nimero de pariciones,
sexo del embrion, macho que realizd @ servicio y la estacion del afio. Sin embargo, la
superovulacion de la hembra donadora parece si influenciar, debido probablemente a los cambios
hormonales y estructurales en los fluidos foliculares y de los oocitos, durante € periodo
preovulatorio y que podria afectar la fertilizacion y desarrollo embrionario temprano (Callensen,

1995). Por tanto, la calidad de los embriones parece estar relacionado a la futura tasa de prefiez,
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como lo demuestra € estudio realizado por Abe et al, (2002)en & que embriones de bovinos de
excelente, buena, regular y pobre calidad resultaron en 45, 44, 29, 20 % de tasa de prefiez

repectivamente.

El estadio del embrion parece también influir en su calidad y por consiguiente en la tasa de prefiez,
habiéndose reportado mayores tasas de prefiez luego de la transferencia de embriones bovinos en
estadios tardios (Callensen et al., 1995). También en embriones de dromedarios (Camelus
dromedarius) en estadio de blastocisto liberado, sometidos a congelacion lentay recuperados a dia
6,5- 7,0 después de la ovulacion, tuvieron una ata tasa elevada de sobrevivenciain Vitro (92 %),
seguin su apariencia morfologica (Nowshari et al., 2005). Por otro lado, en algunos estudios se ha
observado que los diferentes estadios de desarrollo de embriones producidos in vivo reflgjan
variaciones bioldgicas, mas no diferencias en su viabilidad (Lindner and Wright, 1983). Estos
resultados discrepantes nos permiten inferir, mas no asegurar que la viabilidad de embriones

criopreservados estaria influenciado por lacalidad y € estadio embrionario.

Tabla 1. Calidad delos embrionesrecuperados

Calidad n Por centaje
embrionaria

Grado 1 (Bueno) 7 77,78
Grado 2 (Regular) 2 22,22
Total 9 100

Cambios embrionarios al final del proceso de vitrificacion Durante la exposicién a la solucion
de vitrificacion se observd como Unico cambio anormal @ oscurecimiento de tres embriones, dos
de los cuales fueron los de regular calidad y uno de buena calidad. Este oscurecimiento de las
blastébmeras embrionarias podria deberse a la picnosis de los niicleos posiblemente dafiadas y que
estarian entrando en proceso de lisis celular. Esto lo podemos atribuir a la prolongada exposicion
(1,56 min, 6ptimo = 1 min) de los embriones a la SV3, la cua contiene atas concentraciones de
crioprotectores. Por tanto, la calidad embrionaria previa a la vitrificacion podria haber influenciado
en la presentacion de cambios morfol 6gicos anormales. También la permeabilidad de las clulas a
crioprotector parece estar relacionado a estadio y especie del embrion y dependiendo de ello seria

un factor que podria provocar fallas osméticas (Kasa et al., 1990). La permeabilidad a los
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crioprotectores. Asi pues, se hareportado que € etilenglicol es més permeable a mérulade raton y

el glicerol 1o es para embriones de ratén de una célula (Kasai, 1996).

También e estudio realizado por Pedro et al. (2005) encontraron que € patron de permeacion no
cambia desde oocitos maduros hasta € estadio de 16 células, sin embargo, en e estadio de morula,
la permeabilidad a glicerol y a etilenglicol incrementé marcadamente. Lo cual puede deberse a que
la preparacion para la compactacion empieza en este estadio, y con ello se incrementa varias
actividades fisiologicas. Todos estos cambios ultraestructurales producidos dentro de las
blastébmeras podrian influenciar en € desarrollo del embridn y en su supervivencia después de la
transferencia. Esto indicaria que la sensibilidad del embrion a la criopreservacion varia con el
estadio y especie, y seria un inconveniente a superar para una aplicacion préctica del método de

criopreservacion.

Cambios embrionarios post descongelacion El proceso de descongelamiento también es un
momento en & cua los embriones pueden sufrir dafio. Se descongelaron 8/9 embriones (un
embridn no se logré recuperar, posiblemente se destruy6 durante € proceso de vitrificacion), cinco
de los cuales se restablecieron y tres sufrieron cambios anormales (Tabla 2). Uno de los cambios
fue la presencia de vesiculas transparentes, que posiblemente sean gotas lipidicas. La cantidad de
lipidos en € citoplasma de los embriones se asocian a una disminucién en e metabolismo de las
mitocondrias cuando son inmaduras, pero en e caso del presente estudio este cambio podria ser la
consecuencia del dafio producido a esta organela. Con € dafio a las mitocondrias disminuye
también e consumo de O, y la produccién de CO,, pudiéndose afectar la viabilidad del embrion
.Gotas lipidicas también han sido observadas en embriones de baja calidad, siendo estos mas

sensibles alos procedimientos de criopreservacion (Abe et al, 2002).

Otro de los cambios anormales fue la descamacion de blastémeras periféricas en dos de los
embriones, 1o que podria atribuirse, a igual que en embriones bovinos, a la pérdida de las
conecciones intercelulares en las células trofoblasticas provocado por la vitrificacion (Vajtaet al.,
1997). Finamente se observé un embridon que permanecié arrugado, debido probablemente a la
destruccion irreversible de los filamentos de actina, constituyentes del citoesgueleto de todas la
células eucariotas, producto de dafio osmético, como se ha observado que sucede con embriones

porcinos, y que no permitiria que e embridn se restablezca (Lang et al., 1998).

Seguln lo reportado por Men et al., (2005) un &ato porcentgje de embriones vitrificados y que

presentaron cambios morfol 6gicos se restablecen luego de un cultivo in Vitro. Sin embargo en el
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presente estudio los cambios que sufrieron los embriones luego de mantenerlos durante 2,57 hrs

fueron irreversibles.

Tabla 2. Calidad embrionariainicial y caracteristicas morfoldgicas post descongelacion

Calidad n Car acteristicas morfoldgicas post Observaciones
embrionaria descongelacion
Blastémeras transparentes o con gotas | ) Cambios embrionarios
Buena 7 lipidicas ), blastémeras anormales (n=3)
descaméndose (*), embrién arrugado | “’Cambios embrionarios
©, normales (n=4)
Embrion se restablece o recupera su
formainicial ).
Regular 1 Blastémeras descaméndose ) ) Cambios embrionarios
anormales (n=1)

# No se observo un embrion post descongel acion, posiblemente fue destruido durante €l proceso

Tasa de Prefiez en hembras receptoras: Ninguna de |as alpacas receptoras resultd prefiada luego

de transferirle los embriones vitrificados y descongelados, a pesar de que la calidad de la mayoria

de los blastocistos fue buena. Este resultado podria deberse a efecto toxico del mayor tiempo de

exposicion del crioprotector, que se encuentra en mayor concentracion en la Ultima solucién de

vitrificacion.

Los resultados del presente estudio nos sugieren que si bien es posible la vitrificacion de embriones

de alpacas, con embriones morfol6gicamente normales post descongelamiento, alin se requieren

estudios que permitan obtener una viabilidad In Vivo post transferencia.
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