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RESUMEN

La presente investigacion se llevo a cabo en las instalaciones de la Universidad
Técnica de Cotopaxi desarrollada por la Carrera de Medicina Veterinaria en el

Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion.

El objetivo principal del presente trabajo fue evaluar la produccion in vitro de
embriones de cuyes; determinando la calidad de ovocitos ademas de los

parametros de calidad de los embriones, mediante la técnica de slicing.

Para el estudio se recolectaron sesenta ovarios procedentes de 30 hembras post-
morten, los cuales fueron colocados en un termo con un medio apropiado para su
transporte al laboratorio y posteriormente ser extraidos los ovocitos, esto se
realizd por igual al macho para obtener espermatozoides, para que estos por

medios controlados sean manipulados y formen embriones in vitro.

La produccion in vitro de embriones en cobayos se realizd en tres pasos
fundamentales, los cuales, independientemente del protocolo utilizado son:
Maduracion de ovocitos, Fecundacion de ovocitos maduros y Cultivo de
embriones. Utilizando una mezcla de gases (nitrogeno 90%, oxigeno 5 % y CO2
5%) y una temperatura 38.5°C por 72 horas en baiio maria; para obtener ovocitos

de buena calidad.

Obteniendo asi un resultado 32 embriones de Grado I (excelente calidad), 24 de
Grado II de (calidad regular), 10 fueron denominados Grado III (mala calidad)

los cuales no se crioconservaron.
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ABSTRACT

This research was developed in the installations of the Technical University of
Cotopaxi by the career of Veterinary medicine in the Laboratory of reproduction
biotechnology.

The main aim of this work was to evaluate in vitro production of guinea pigs’
embryos, the quality of their oocytes, and the quality of embryos through the
slicing technique.

During the research, sixty ovaries from thirty female post-morten were collected.
They were collected. They were put inside an appropriate thermos for being
carried to the laboratory and so on extract the oocytes. Similarly, the male for
getting out the espermatozodes. After that, they were involved into a special
process to make up in vitro embryos.

The in vitro embryos production was made in three important steps according to
the chronological order such as oocyte maduration, fertilization of old oocyte, and
embryos culture.

Moreover, it was necessary a mixture of gases (nitrogen 90 %, oxygen 5%, and
carbon dioxide 5%) and a temperature of 38.5 °C for about seventy two hours in
born marie. All of this, with the aim to get oocytes of higher quality.

All in all, the results are spilt in the following way: thirty — two embryos of grade
I (excellent quality), twenty-four of grade two II (average quality), and ten named

of grade III (bad quality). These last ones can’t grow up.
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INTRODUCCION

La crianza del cuy es importante por cuanto representa un aporte significativo
dentro de la economia campesina, ademds tiene ventajas comparativas frente a
otras especies introducidas, por sus bajos costos de produccion y rapido retorno
economico. Las ventajas de la crianza de cuyes incluyen su calidad de especie
herbivora, su ciclo reproductivo corto, la facilidad de adaptacion a diferentes

ecosistemas y su alimentacion versatil

En nuestro Pais no se realiza la técnica biotecnologica para la produccion in vitro
de embriones, por lo que estas técnicas ayudaran en la reproduccion asistida y

para el mejoramiento en la manipulacion reproductiva y genética de los animales.

La técnica de fertilizacion in vitro de embriones nos permitird trasladar toda esta
informacion genética a otros lugares donde los productores la requieran para
incrementar los beneficios econémicos q estan en auge en la actualidad.

Los datos obtenidos mediante esta investigacion serviran a los pequefios y grandes
productores de cuyes, estudiantes y técnicos como base bibliografica para que
puedan realizar una buena explotacion.

El establecimiento de nuevas biotecnoldgicas para la produccion in vitro (PIV) de
embriones tienen un gran potencial como método de obtencion de un elevado
numero de embriones utilizables, tanto para estudios cientificos como para

aplicacion comercial.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
» Evaluar la produccion in vitro de embriones en cuyes (cavia porcellus)
mediante la microscopia en el laboratorio de biotecnologia de la
reproduccion de la carrera de Medicina Veterinaria para establecer una

nueva biotecnologia reproductiva aplicada a esta especie.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar los pardmetros de calidad de ovocitos mediante la
microscopia para determinar la viabilidad de los mismos.
» Realizar maduracion de ovocitos y espermatozoides mediante su

capacitacion para la fertilizacion in vitro.

» Determinar la calidad de embriones mediante la microscopia para su

viabilidad.

HIPOTESIS

HIPOTESIS ALTERNATIVA

Hi.- Se lograré fertilizar in vitro embriones de cuyes con material de animales

sacrificados.

HIPOTESIS NULA

HO.- No se logrard fertilizar in vitro embriones de cuyes con material de animales

sacrificados.



CAPITULO 1

REVISION LITERARIA

1.1 El cuy

Cavia porcellus es una especie de roedor histricomorfo de la familia Caviidae
originaria de la region andina de América del Sur. Alcanza un peso de hasta 1 kg.
Vive en areas abiertas y utiliza hoyos y madrigueras para ocultarse y protegerse.

Vive entre 4 y 6 afios.
1.2 Anatomia y Fisiologia reproductiva del cuy

1.2.1 Reproduccion

El cuy es una especie poliéstrica anual; a diferencia de otras especies de roedores,
en las que el parto se realiza en un estado casi fetal de desarrollo de las crias, en
el cuy las crias nacen con desarrollo fisico y fisiologico completo y los ojos
abiertos. Las crias inician la alimentacion inmediatamente, con poca dependencia

de la madre. (4)



1.2.2  Aparato reproductor de la hembra

e El aparato reproductor de la hembra esta conformado por:

1. Los ovarios

Son 6rganos ovoides intraabdominales, recubiertos por una membrana serosa o
bolsas ovaricas, miden de 0.3-0.6cm X 0.2-0.4cm, pesan 0,033g estan ubicados

en la parte craneal de los cuernos uterinos (1)

Cada ovario esta irrigado por vasos sanguineos provenientes de la arteria ovarica
y la arteria uterina, redes de vasos linfaticos y nervios  simpaticos y

parasimpaticos. (1)

Los ovarios en las hembras estdn en una etapa dindmica que se inicia en la

pubertad y continua durante todos los ciclos reproductivos. (3)

2. Los oviductos

También son llamadas trompas uterinas, son dos tubos flexuosos que establecen
comunicacion entre los ovarios y el utero, el oviducto se divide en tres partes: el
infundibulo, ampolla e istmo. La funcion de estos es transporta el ovulo hasta el

cuerno uterino, es aqui en donde se realiza la fecundacion de los 6vulos. (2)

3. El utero

La hembra de esta especie presenta utero bicorne, en forma de V. Los cuernos
uterinos miden de ancho en su parte media 6mm y de longitud 37mm, tanto el
cuerno uterino como el cuerpo del utero, se encuentran sostenidos por el
ligamento ancho, el cual fija la pared sublumbar de la cavidad abdominal y al

borde anterior de la cavidad pélvica.

Las paredes internas de los cuernos uterinos estan revestidos por la mucosa

llamada endometrio que es la encarda de secretar sustancias nutritivas para



alimentar al huevo o cigoto hasta que se transforme en feto. El cuerpo uterino

mide 7mm de ancho y 13mm de largo (1)

4. La vagina

Es un tubo de musculo fibroeléstico, su longitud es de 3cm X Icm de ancho, se
encuentra ubicado en la cavidad pelviana. La pared interna presenta un pliegue
transversal dorsal y dos longitudinales. Su funcion es la recepcion del pene del

macho durante la copula y el pasaje del feto durante el parto. (3)

5. La vulva

Es la abertura en forma de V o Y que se ve en la parte externa de la hembra. En
su porcion ventral presenta una escotadura que forma dos pequefios labios en

cuyo fondo se halla el meato urinario. En posiciéon dorsal presenta el clitoris. (2)

1.2.3  Aparato reproductor del macho

El aparato reproductor del macho esta formado por:

1. Los testiculos

Esta ubicado en la cavidad abdominal a ambos lados de la vejiga, su forma es
ovoide, miden 22mm de largo X 18mm de ancho y su peso va desde 2.5- 4g. Lo

caracteristico de los cuyes es la falta de escroto.

Cuando el macho se excita, los testiculos descienden a la region inguinal, a un
saco, en este saco ciego se encuentra una porcion del musculo cremaster que es el
que permite la migracion de los testiculos a la region abdominal.

Los testiculos presentan: la tiinica albuginea en la cual se encuentran los tibulos
seminiferos encargados de producir los espermatozoides. Entre los tubulos se
encuentran diseminadas las células de Leydig que producen las hormonas de la

reproduccion. Ademas, se encuentran las células de Sertoli que se encargan de



alimentar a los espermatozoides hasta la madurez. Luego la llamada red de Testi

o mediastino del cual salen los conductos deferentes que llegan al epididimo (b)

2. El epididimo

Es un conducto sinuoso que tiene las siguientes partes: cabeza, cuerpo y cola, su
funcion es el transporte, maduracion y concentracion de espermatozoides. De la
cola del epididimo continua el conducto deferente. Los conductos deferentes

junto con las gldndulas vesicales, desembocan en la uretra pélvica. (a)

3. Glandulas vesiculares

Son dos glandulas alargadas, tienen 12cm de largo y 6mm de didmetro en su
parte media. La parte liquida del semen es proporcionada por las  vesiculas

seminales. (b)

4. Prostata

Es de forma lobular y mide 19mm de largo y 9mm de ancho. (a)

5. Glandulas bulbo uretrales

Tienen forma de arveja y segregan la sustancia mucilaginosa. (c)

6. Pene

Organo copulador del macho, sus medidas son 4cm de longitud y Smm de
didmetro. El glande presenta forma de cono truncado con un orificio en la parte

ventral que es el orificio uretral (a)



1.2.4 Fisiologia de la fecundacion

1.2.4.1 Ovogénesis

Durante el desarrollo fetal, las células germinales primordiales del ovario van a
sufrir un proceso de diferenciacion. Primero se transforman en ovogonias por
sucesivas divisiones mitéticas, las cuales dan lugar a los ovocitos primarios al

iniciarse la primera division meiotica.

La meiosis es un tipo de division celular exclusiva de las células germinales
(ovogonias y espermatogonias) y su objetivo es doble: la reduccién a un nimero

haploide de cromosomas y la recombinacion de la informacion genética.

Antes de sufrir la meiosis, las células germinales replican su ADN y contienen en
ese momento cuatro copias de ADN y un niimero 2n de cromosomas, como
cualquier célula diploide; mientras que entre las dos divisiones meidticas la
replicacion de ADN queda suprimido, lo que asegura que los gametos resultantes

sean haploides. (5)

La meiosis consiste en dos divisiones: en la primera, las dos células hijas pasan a
tener In cromosomas y dos copias de ADN; y en la segunda, las dos células
resultantes contienen 1n cromosomas y una copia de ADN. Asi, con la meiosis se
obtienen cuatro células hijas haploides y genéticamente diferentes, en el caso del
macho; mientras que en la hembra sélo da lugar a una célula, pues las dos
divisiones meidticas son asimétricas, y en cada una se forman una célula grande y
otra pequefia abortiva (corpusculo polar). De este modo, se minimiza la pérdida de
productos almacenados en el ovocito, necesarios para el posterior desarrollo

embrionario temprano.

En las hembras, toda la poblacion de ovocitos entra en meiosis sincronicamente en
la vida fetal. La primera division meiotica progresa hasta que el ovocito alcanza el
estadio de diplotene difuso de la profase I (estado dictiato), donde se produce la

primera detencion de la meiosis, justo antes o poco después del nacimiento. A



partir de este momento, el ovocito comienza a ser rodeado por células
pregranulosas, las cuales forman una membrana basal alrededor de ellas,
quedando formado el compartimento folicular. La primera parada de la meiosis se
mantiene hasta momentos antes dela ovulacion o de la atresia folicular (Tsafririet
al., 1983), y es importante paraasegurar que el ovocito disponga de tiempo
suficiente para crecer antes de la fecundacion, de modo que sea capaz de mantener

el proceso de la embriogénesis. (6)

En este estadio, los ovocitos se caracterizan por tener un nucleo prominente,
denominado vesicula germinal (VG) (Franchi et al., 1962), y por estar rodeados
por una capa de células epiteliales (foliculares), lisas no proliferativas, conocidas
como células pregranulosas, que ejercen un efecto inhibidor sobre la meiosis y el

crecimiento folicular.

En el momento del nacimiento, la mayoria de los ovocitos han alcanzado este
estadio y se encuentran formando los foliculos primordiales, siendo la unica

fuente de gametos femeninos en el animal sexualmente maduro. (5)

1.2.4.2 Espermatogénesis

La meiosis es un tipo de division celular especializada presente en todos los
organismos eucariotas con reproduccion sexual, desde las levaduras hasta los
mamiferos. Mientras que en las levaduras se da en respuesta a una carencia de
nutrientes, y su producto constituye la fase haploide de su ciclo de vida, en los
eucariotas superiores, que se reproducen sexualmente, ocurre dentro del proceso
de formacion de gametos, o gametogénesis. La espermatogénesis, en particular, es
un complejo proceso que conduce a la formacion de gametos masculinos en las

gonadas correspondientes, y puede subdividirse en tres grandes etapas:

a. Proliferacion mitética de las espermatogonias
b. Divisiones meidticas de los espermatocitos, y

c. Espermiogénesis



Considerando los organismos diplontes, a diferencia de la mitosis, que tiene lugar
en todas las células somaticas, la meiosis ocurre inicamente en las células de la
linea germinal y consiste en dos divisiones celulares consecutivas, precedidas de

una unica duplicacion del material genético. (5)

Mientras la primera division meidtica es reduccional y presenta caracteristicas
unicas, la segunda es ecuacional y se asemeja a una mitosis. Como resultado de
ambas divisiones se obtienen cuatro células haploides, con un unico juego de
cromosomas, que se diferenciardn dando lugar a los gametos. La meiosis, por lo
tanto, permite el mantenimiento del nimero cromosémico de la especie, que es
restablecido al fusionarse los gametos masculino y femenino durante la

fecundacion con la formacion del cigoto (6)

Ademas de la evidente importancia de su caracter reduccional, durante la meiosis
ocurren importantes reordenamientos de la informacion genética a través de la
recombinacion homologa, mediados por procesos de ruptura y reunion que

conducen al intercambio reciproco de material entre cromatidas homologas.

La primera division meidtica es Unica por mantener asociadas las cromatidas
hermanas a nivel de sus centrémeros, mientras que los cromosomas homologos se
comportan coordinadamente, migrando a polos opuestos. Esta coordinacion en el
comportamiento cromosomico depende de complejos procesos y elaboradas

estructuras, que vienen siendo estudiadas con gran interés.

Durante la segunda division meidtica las cromatidas hermanas pierden sus
conexiones centroméricas y segregan a polos opuestos.

La meiosis I se caracteriza por una extensa profase que ha sido subdividida en
cinco estadios para facilitar su descripcion. Durante el primero de dichos estadios,
leptoteno (L), se organiza un eje de naturaleza proteica a lo largo de cada
cromosoma, de forma previa al apareamiento de los cromosomas homoélogos. A
estos ejes se les conoce como ejes cromosdmicos simples o elementos axiales

(EAs). La cromatina se encuentra dispuesta como finos filamentos, que en muchas



especies es imposible identificar como cromosomas individuales. Es también
durante leptoteno (L) que los extremos teloméricos insertos a nivel de la periferia

nuclear se mueven en el plano de la envoltura nuclear, comenzando a agruparse.

(b)

En la transicion al estadio siguiente, el cigoteno (Z), los teldémeros llegan a
agruparse en un sector limitado de la envoltura nuclear, lo cual conduce a una
peculiar conformacidén cromosoémica que recuerda a un arreglo floral, y que se ha
denominado bouquet. Ha sido sugerido que esta disposicion peculiar de los
telomeros durante la profase facilitaria el reconocimiento cromosdémico y el
apareamiento estable de los homdlogos, ya que es durante el cigoteno (Z) que los
cromosomas homologos comienzan a aparearse (sinapsis homologa), y los
elementos axiales(EAs) pasan a constituir, en tramos de longitud creciente, los
elementos laterales (ELs) de estructuras mas complejas: los complejos
sinaptonémicos (CSs); Los complejos sinaptonémicos CSs son complejos
macroproteicos especificos de la meiosis que al microscopio electronico (ME) de
transmision se observan como estructuras tripartitas integradas por dos elementos

laterales y un elemento central o medial (EM).

Los ELs y el EM se mantienen unidos por finas fibras denominadas filamentos
transversos. En los estadios de L y Z pueden observarse, como primer signo
citologico del proceso de recombinacidon, complejos proteicos conocidos como
nddulos de recombinacidon tempranos que marcarian todos los sitios donde
ocurren reacciones relacionadas con el intercambio de hebras. En la siguiente
etapa, paquiteno (P), los cromosomas se encuentran totalmente sinapsados de un
extremo a otro, lucen mas cortos y gruesos, y la configuracion en

bouquetcomienza a desarmarse. (a)

Es durante este estadio que tiene lugar la recombinacidon homoéloga o
crossingover, que aparece también mediada por los CSs, y que conduce al
intercambio reciproco de material entre las cromatidas homologas apareadas,

como se menciond anteriormente. Los ndédulos de recombinacion tardios pueden
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observarse durante P, y son menores en nimero a los nodulos tempranos
detectados en L/Z, ya que se corresponden con aquellos intercambios que son

efectivamente resueltos como cross-overs. (¢)

La recombinacion homologa representa una importante fuente de variabilidad

genética, y por lo tanto, de biodiversidad, por las siguientes razones:

a. Genera el intercambio de fragmentos génicos de origen paterno y materno;

b. Incorpora durante el proceso posibles errores o modificaciones;

c. Es cuantitativamente importante, dado que necesariamente existira al
menos un punto de recombinacion (usualmente varios) por cromosoma (la
ocurrencia de al menos un evento de crossingover por par cromosdmico
resulta crucial para una correcta segregacion de homologos durante la
metafase [ y, la no ocurrencia, de aneuploidias);

d. Es trascendente, dado que al producirse en los gametos, de ser éstos
viables transmitirdn la modificacion génica a la descendencia y, a través de
ella, a la poblacion y a la especie. De este modo, la recombinacion
constituye, junto a los procesos de mutacion y segregacion, uno de los
principales sustratos de la evolucion. Desde un punto de vista genético, el
generar nuevas combinaciones de genes ligados y no ligados, es la

principal consecuencia de la reproduccion sexual.

La recombinacién continia hasta el siguiente estadio, el diploteno (D), durante el
cual los CSs se desensamblan y los homodlogos comienzan a separarse, al
desaparecer las cohesinas que se encontraban uniendo a los homdlogos. En esta
etapa los cromosomas permanecen, en general, unidos en varios puntos
denominados quiasmas, que representarian la evidencia morfologica de los
intercambios que tuvieron lugar (sitio de ruptura y reunién reciproca entre

cromatidas no hermanas) (5)

En la tltima etapa, la diacinesis, los centroémeros se separan y los cromosomas se

mantienen unidos Unicamente por los extremos de las cromatidas.
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Los procesos de alineamiento, sinapsis y recombinaciéon que tienen lugar en los
meiocitos primarios o meiocitos I (diploides, y con contenido de ADN=4C)
durante la profase I, son esenciales ya que aseguran la correcta segregacion
cromosémica en la primera division meidtica. Su alteraciéon suele tener
consecuencias deletéreas para la meiosis pudiendo incluso ocasionar infertilidad
(Hunt, 2006). Luego de culminada la profase meiotica I tiene lugar la metafase I,
marcada por la migracion de los cromosomas hacia la placa ecuatorial. En la
anafase | los cromosomas homologos se segregan, dando lugar, en la telofase I, a
dos células hijas denominadas meiocitos secundarios o meiocitos II (haploides,
pero con contenido de ADN=2C). Finalmente, la segunda division meiodtica lleva
a la separacion de las cromatidas hermanas obteniéndose, como resultado, cuatro
células haploides con contenido de ADN=C, llamadas espermatidas redondas en

el proceso de espermatogénesis. (6)

Centrandonos en el proceso de espermatogénesis en mamiferos, la Gltima etapa
dentro de este proceso se denomina espermiogénesis

La diferenciacion de las espermatidas hacia espermios maduros es un ejemplo
clasico de diferenciacion terminal, que resulta sumamente interesante dados los

cambios morfolégicos sufridos durante la misma. (5)

Las espermatidas resultantes de la segunda division meidtica son células redondas
que carecen de flagelo. Mediante la espermiogénesis estas células adquieren las
estructuras que seran funcionales en lo referente a la motilidad y la interaccion

con el gameto femenino. Los cambios mds relevantes son: (6)

a. Se genera la vesicula acrosdmica a partir del aparato de Golgi;

b. Elacrosoma forma una caperuza sobre la superficie nuclear;

c. El nucleo rota posicionando al acrosoma hacia la membrana basal y al
centriolo hacia la luz del tabulo;

d. Se comienza a formar el flagelo a partir del centriolo;

e. Elntcleo se aplana;
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f. El material nuclear se condensa;
g. Se elimina gran parte del citoplasma;
h. Las mitocondrias forman un anillo en la base del flagelo. Finalmente, los

espermatozoides maduros son liberados a la luz de los tubulos seminiferos.

1.2.5 Etapas reproductivas

1.2.5.1 Pubertad

Sefiala que las hembras bajo condiciones normales de manejo, alcanzan la
pubertad entre los 55 y 70 dias de edad, pero si la alimentacion es de alta calidad
esta es a menor edad, ya que se origina un crecimiento acelerado pudiéndose
presentar desde los 45 a 60 dias, una alimentacién inadecuada retarda su
aparicion, la pubertad se presenta en madres independientemente de la presencia

del macho. (1)

Indica que si bien es cierto que las hembras llegan a su madurez sexual cuando
tienen de 25 a 40 dias, esto no quiere decir que estan en la edad 6ptima para ser
cubiertas por cuanto fisicamente aun no estan desarrolladas y aptas para ser
madres, en caso de que esto no hubiese sucedido la cobaya sufrird un retraso total
en su desarrollo y como producto del acoplamiento temprano dard crias

completamente pequeias y raquiticas, susceptibles a enfermedades. (3)

1.2.5.2 Primer celo
Indica que el primer celo en la hembra se presenta, generalmente, después de los
30 dias de edad. Bajo condiciones normales de manejo, puede presentarse entre
los 55 y 70 dias dependiendo de la alimentacion recibida, el peso corporal es un

pardmetro mas constante que la edad (2)

1.2.5.3 Ciclo estral
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Sefiala que la duracion del ciclo es de 16,4 dias con un promedio de ovulacion de

3,14 6vulos por ciclo.

El ciclo estral presenta cuatro fases completamente definidas y que son las

siguientes: (1)

1) Proestro

En esta fase se puede observar una congestion de los genitales externos, secrecion
cerosa de la misma y células nucleadas en la mucosa vaginal. El proestro dura

13,9 horas. (2)

2) Estro o celo

Es la fase de celo o calor cuando las hembras aceptan al macho caracterizdndose
por la presencia de células comificadas en la mucosa de la vagina. Esta etapa dura
de 11 a 12 horas, la manifestacion de celo en esta especie se presenta también
inmediatamente después del parto aproximadamente de 2 a 3 horas, esta
demostrado que el 74% de hembras paridas presentan el celo postpartum fértil, y

tiene una duracion de 3,5 horas. (5)

3) Metaestro
Cuando las hembras han pasado su estado de calor o celo y ya no acepta al macho
se halla en estado de meta estro, que se caracteriza por la presencia de células
epiteliales y leucocitos. En esta fase el ttero se prepara para la implantacion del
huevo fertilizado. Esta fase dura 20.4 horas. (6)

4) Diestro

Es la fase mas larga del cilo, y donde el cuerpo luteo ha crecido plenamente, hay

predominancia de leucocitos. El tiempo que dura esta fase es de 14,7 dias. (2)
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1.2.5.4 Ovulacion y fecundacion

La ovulacion se produce aproximadamente 10 horas después de haberse iniciado
el celo, sin ser ésta inducida por el macho, sino espontanea después de dos a tres
horas de concluido el estro. Si no ocurrido la monta, simplemente los 6vulos

producidos no son fecundados y se expulsan por la vagina mas tarde. (6)

Si ha ocurrido la monta, el cuy macho ha depositado el semen que permanece en

el tracto genital femenino.

Los espermatozoides han ingresado a la cavidad uterina dos horas antes de la
ovulacion, tienen alrededor de 13 horas criticas para fecundar los 6vulos, que

descienden por los oviductos luego de concluido el estro.

También se produce una ovulacion en el celo posparto, que ocurre de dos a cuatro
horas después de concluido el parto y no dura méas de 1.5 horas, luego de las
cuales la hembra rechaza al macho. Se trata por tanto de un estro corto en
comparacion con el estro regular, que dura alrededor de 8 horas. La probabilidad

de fecundacion de este celo posparto es de 70 al 80%. (5)

1.2.6 Factores que impiden la fecundidad

1.2.6.1 Consanguinidad

No es otra cosa que el apareamiento entre animales emparentados, es decir entre

hermanos, por lo tanto a medida que avanza el problema de la consanguinidad los

animales tienden a volverse estériles. (¢)

1.2.6.2 Alimentacion

Factor importante principalmente cuando se supera el 50% de la gestacion. Al

suministrar una dieta completamente pobre en nutrientes, tanto en la calidad como
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en la cantidad, puede ser determinante para que se produzca una reabsorcion fetal

y por lo tanto no haya el parto respectivo. (b)

1.2.6.3 Coito Infecundo

Se produce cuando los animales, tanto machos como hembras han entrado muy
prematuramente al empadre; en el caso de los machos su acoplamiento se ha

realizado con espermatozoides inmaduros, tiernos o con defectos patolégicos. (d)
1.2.6.4 Frigidez de la hembra
Se relaciona a que una hembra no puede presentar calores debido al mal
funcionamiento del sistema reproductor, por lo tanto, como no hay celo tampoco
existira ovulacion y el salto del macho seré infructuoso. (b)
1.2.6.5 Pseudo preiiez
No es otra cosa que una falsa gestacion que se observa en las reproductoras y se
debe a un habito que han adquirido los animales como producto de que sus
progenitores han tenido idénticas caracterices. (c)

1.2.7 Problemas reproductivos en la hembra

Los problemas reproductivos que se dan durante la vida reproductiva de los cuyes

hembras pueden acomodarse en cuatro grupos:

Antes de la prefez
Durante la prefiez

Durante el parto y

P wbdhb =

Después del parto.
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Cuando se refiere a la prefiez como tal, pueden producirse pérdidas durante las
etapas embrionarias o fetales, que, segiin el momento de su presentacion pueden

afectar el ciclo estral. (5)

1.2.7.1. Complicaciones antes de la preiiez

1. Quistes ovaricos

Su presentacion es muy comun, pudiendo observarse en hembras prefiadas y no
prenadas. En algunas ocasiones la presencia de estos quistes se asocia con
alopecia, endometritis, hiperplasia endometrial, fibroleiomas y en otros casos

hasta es posible observar hematuria intermitente. (4)

1.2.8 Problemas reproductivos en el macho

1. Contaminacion del pene

Es la presencia de excremento o cuerpos extrafios en la superficie externa del
pene, por lo general; estas contaminaciones pasan desapercibidos, por la falta de
costumbredel criador de realizar la revision expuesta del pene antes y después del

empadre.

La contaminacion del pene se produce generalmente después del servicio, puesto
que cuando el macho retira el pene flacido y himedo, éste roza con las heces de la
cama y arrastra excremento dentro del prepucio contamindndose con cualquier

cuerpo extraflo presente en esa zona.

En la hembra, ocasiona infertilidad, vaginitis, piometra y muerte embrionaria o

momificacion fetal por la contaminacion con las bacteriasfecales. (4)
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2. Daio del escroto

Esta situacion sucede como consecuencia de la acumulacion de heces pegoteadas
a nivel del “escroto” (los cuyes no tienen un escroto real) queal entrar en contacto
con la piel provocan irritaciéon o también por el incremento de testosterona durante
el empadre que provoca excitacion y relajacion de los testiculos los cuales
descienden al “escroto”, entran en contacto directo con las heces y orina lo que

cuartea y tumefacta. (4)

3. Compactacion anal

Es relativamente comiin en cuyes machos mayores de dos afios y es provocado
por las retenciones fecales de heces blandas y malolientes. Se piensa que esta
acumulacion de heces se produce por la pérdida del tono rectal, producido por
estrés, enfermedad o falta de coprofagia, lo que facilita su acumulacion en el saco
o bolsa del recto provocando atrofia y/o deterioro cronico de los musculos que
forman este saco y facilitando la acumulaciéon de esta masa pegajosa, lo que
posteriormente dificultard la expulsion de las excretas. Los signos que se observan

son fuertes olores y estrefiimiento. (4)

La fecundacion in vitro (FIV) se ha definido como la uniéon o cocultivo de
espermatozoides capacitados y ovocitos maduros de forma que la penetracion
espermatica ocurra fuera del tracto genital femenino (Martinez et al., 1989). La
produccion in vitro de embriones (PIV) es un proceso mas amplio que comprende:
la obtencion y maduracion in vitro (MIV) de los ovocitos, la capacitacion in vitro
de los espermatozoides, el cocultivo de ambos gametos o FIV, y el cultivo in vitro

de los embriones resultantes (CE) hasta alcanzar el estadio de blastocisto. (b)
Aunque se han hecho grandes progresos en el desarrollo de las técnicas de MIV,

FIV y CE, aln son necesarias nuevas mejoras para maximizar la produccion de

embriones. (¢)
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La utilizacion de la fecundacion In vitro para la producciéon de embriones ha

permitido demostrar sus numerosas aplicaciones, entre las que podemos destacar:

Aumentar el rendimiento de los programas de produccion de embriones a partir de

hembras de elevado valor genético.

Permite producir embriones a muy bajo coste.

Permite obtener descendientes de hembras de elevada calidad genética que deban
ser sacrificadas por padecer enfermedades, infertilidad, por su avanzada edad o
durante los programas de erradicacion de enfermedades infecciosas. (c)

Facilita la utilizacion de semen sexado.

La produccién de embriones /n vitro es un procedimiento que consta de varias
etapas.

Estas etapas pueden resumirse en las siguientes: obtencion de ovocitos, seleccion
de los ovocitos, maduracion In vitro (MIV), fecundacion In vitro (FIV) y cultivo

de los zigotos resultantes hasta blastocistos (CIV). (3)

1.2.9 Metodologia para la obtencion y maduracion de ovocitos in vitro

Dia 1:

1.2.9.1.  Acondicionamiento del material y aspiracion de los ovocitos

Los ovocitos obtenidos a partir de ovarios de animales posmorten, son
transportados al laboratorio en termo conteniendo solucion fisioldgica estéril mas
el agregado de agentes antimicrobianos a una temperatura de 20-25 °C. A esta
temperatura, los ovarios podran permanecer en el termo hasta aproximadamente 6-
7 horas sin afectar significativamente los resultados posteriores. Por esta razon,
cuando el transporte deba efectuarse durante un periodo mas prolongado, es

conveniente disminuir la temperatura hasta unos 15-16 °C. (b)
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Una vez en el laboratorio, los ovarios seran acondicionados, eliminandose los restos
de cuerno uterino, oviducto y/o ligamentos y lavados tres veces en solucion
fisiologica estéril. Posteriormente se procedera a cortar lo mas fino posible
aplicando la técnica slicing o corte, por el tamafio de los ovarios, procediendo

hacer un lavado retrogrado con holdig, en una caja petri. (e)

1.2.9.2.  Lavado y seleccion de los ovocitos

Luego del llenado de cada tubo conteniendo fluido folicular, estos deberan
permanecer en reposo durante 10-15 minutos con el proposito de que los complejos
cumulus-ovocito dencanten y formen un pellet en el fondo del tubo. Luego de ese
tiempo, el pellet serd recolectado con pipeta Pasteur y colocado sobre una placa de
busqueda. Una alternativa a este ultimo procedimiento seria eliminar el sobrenadante
con jeringa o micropipeta (1000p1) hasta dejar un volumen de 2-3mL en el fondo del

tubo, el cual se homogenizara y se colocara sobre la placa de busqueda. (b)

Los ovocitos seleccionados seran lavados al menos tres veces mediante el pasaje a
través de gotas de medio de maduracion (cuadro 2, 3 y 4) sobre placas de petri. El
proposito de este lavado, serd la eliminacion del fluido folicular que vehiculiza los
ovocitos, asi como también posibles contaminantes provenientes de la sala de
puncion. Una vez lavados y seleccionados, seran posteriormente colocados en
grupos de hasta 45 ovocitos por cada celda, en placas de cultivo, conteniendo 400ul
del mismo medio en cada celda, y puestos a cultivar en estufa a 38,5°C, 5% de CO0,

y humedad a saturacion. (e)

1.2.9.3.  Procedimiento detallado

Preparar placa de cultivo con 400u1 de medio de maduracion en cada celda.

Preparar placa de busqueda.

Preparar pipeta Pasteur (flameada).

W bdb =

Preparar pipeta con capilar de vidrio para busqueda y lavado (flamear el

capilar sobre mechero y afinar su extremo).
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10.

Una vez que se ha concluido la aspiracion de los ovocitos, se dejan decantar
los ovocitos durante 10-15 minutos. Los ovocitos contenidos en fluido
folicular dentro del tubo, seran recuperados mediante al menos dos formas:
con pipeta Pasteur, aspirando desde el fondo del tubo o

con micropipeta de mil pl, aspirar y descartar el sobrenadante.

Una vez recolectados los ovocitos desde la placa de busqueda, proceder
a lavarlos mediante 3-4 pasajes a través de gotas de medio de maduracion.
Cargar la placa de cultivo con grupos de 45 ovocitos por cada celda.

Colocar las placas en estufa durante 20-24 hs, en las condiciones

ambientales descritas anteriormente.

1.3 Maduracion de ovocitos en microgotas

Una variante a la maduracion en placas de cultivo, la constituye el cultivo en

microgotas. En este procedimiento se utilizan placas de petri, sobre las cuales se

efectian gotas con el medio de maduracion, las cuales se cubren con aceite

mineral. (b)

La metodologia se realiza del siguiente modo:

1)

2)
3)
4)

Colocar sobre una placa de petri una gota de medio de maduracion
(anclaje). El volumen de la misma dependera del volumen final de la
microgota (ej. para un volumen final de 50 pl, un anclaje de 10 pl). La
cantidad de ovocitos a colocar por cada gota dependerd también del
volumen de la misma, respetandose generalmente, una relacion de 2-10 ul
de medio por ovocito puesto en cultivo (la relacion deberd ser menor,
cuanto menor sea el nimero de ovocitos puestos a madurar en cada
gota).(e)

Luego de efectuar el anclaje, las microgotas se cubren con aceite mineral.
A través del aceite mineral, completar el volumen final de la microgota.
Colocar los ovocitos a madurar, dentro de las microgotas y llevar a estufa

de cultivo.
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La adicion de aceite mineral, tiene por objeto, evitar la deshidratacion de los
medios, ya que a pesar que las estufas de cultivo brindan un ambiente con maxima
humedad, las gotas por presentar una alta relacion superficie/volumen, tienden a
deshidratarse durante la incubacion. Asi, un medio formulado para una osmolaridad
de 270-300 mOsm/L podria, durante la incubacidon, aumentar notablemente la
concentracion de solidos por evaporacion de agua a un nivel incompatible con el

desarrollo de las estructuras cultivadas.

1.4 Metodologia de la fecundacion in vitro de ovocitos

Dia 2:

Entre 20 y 24 horas de comenzada la maduracion (comienzo de la puncion de los
ovarios) se procede a la fecundacion de los ovocitos, utilizandose para este

procedimiento, semen congelado-descongelado.

Previo al comienzo de las maniobras de este dia, se deberan retirar las placas de
maduracion y observar la coloracion del medio (recordar que por la presencia de
rojo fenol, ante una disminucion de pH, comin en caso de contaminacién
bacteriana, el medio virara al amarillo), presencia de hongos, y aspecto de los
ovocitos (expansion). Una vez verificado esto, se procederd como se indica a

continuacion.

1.4.1 Procedimiento detallado

1. Cargar nuevas placas de cultivo con medio de fecundacion. De acuerdo a
este protocolo, por cada celda se colocaran 400 pl de medio de
fecundacion (soluciones salinas: Tirodes-lactato modificado (TALP), IVF-
SOF) + 20 pl de una solucion de Heparina diluida en medio de
fecundacion como inductor de la capacitacion espermatica.
Posteriormente, colocar en estas placas, los ovocitos que fueron puestos a

madurar el dia anterior.(b)
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2. En caso de contar con semen congelado en pellets (pastillas), estas seran

descongeladas en 300 pl de medio de capacitacion a temperatura
ambiente. En cambio, si el semen se encontrara congelado en pajuela, la
misma debera descongelarse en un bafio Maria a 30°C, durante 30
segundos. Posteriormente, y una vez secada la pajuela, se efectuara el
corte de uno de sus extremos y se lo introducird en un tubo de 5 ml o
eppendorf (estériles). Luego se efectuara el corte del otro extremo y se
descargard de este modo la columna de semen dentro del recipiente

estéril.(b)

3. Independientemente de la forma de la presentacion del semen, este
debera ser acondicionado con el propdsito de eliminar diluyentes, células
muertas, etc., mediante al menos una de dos metodologias.(b)

1.4.2 Acondicionamiento del semen por centrifugacion en gradientes

de Percoll:

Preparar la columna de percoll en un tubo de centrifuga (14 ml) con 400 ul de

cada una de las soluciones 30, 60 y 90 % de percoll en este orden, por

sotoposicion.

Agregar todo el semen descongelado sobre la columna de percoll por la
pared del tubo, de modo que este quede depositado en la parte superior de
la misma (solucion 30%). Tapar el tubo y colocarlo en una centrifuga a
temperatura ambiente durante 10 minutos a 600g. (e)

Transcurridos los 10 minutos, sacar el sobrenadante del tubo (diluyente,
células muertas, etc.), tomar el pellet del fondo (150-200pul), que contiene
los espermatozoides vivos, y colocar en 3,5 ml de medio de capacitacion
contenido en un tubo de centrifuga (14 ml) (procedimiento de lavado).
Este tubo se centrifugard a 200g durante 10 minutos.(e)

Luego de esto, se eliminard el sobrenadante, quedando en el .pellet, la

suspension de espermatozoides con la cual se procederé a la fecundacion.

(e)
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Se puede aprovechar este tiempo de 10 minutos para cambiar los ovocitos de las

placas de maduracion a las nuevas placas con medio de fecundacion.

1.4.3 Acondicionamiento del semen utilizando la técnica de Swim up

e Colocar 1 ml de medio de capacitacion en un tubo de centrifuga (14 ml) y
dentro de este el total de la pajuela o pastilla de semen. Este tubo sera
centrifugado durante 10 minutos con el propdsito de efectuar un lavado de
la muestra.(b)

e Colocar 1 ml de medio de capacitacion en un tubo de centrifuga (14 ml) y
descargar por sotoposicion el pellet obtenido luego de la centrifugacion.
Este tubo se colocara en bano Maria, o en estufa, durante 1 hora a 38,5° C.
Durante este tiempo, los espermatozoides con motilidad rectilinea
progresiva ascenderan en el medio.(b)

e Transcurrido este tiempo, se extraera el sobrenadante, y se lo descargara
en un tubo de centrifuga conteniendo 3,5 ml de medio de capacitacion
(lavado) durante 10 minutos a 200g.(b)

e Luego de esto, se eliminara el sobrenadante, quedando en el pellet, la

suspension de espermatozoides con la cual se procederd a la fecundacion.

(b)

Debido a que mediante esta técnica se obtiene una menor cantidad de
espermatozoides comparado con la centrifugacion en Percoll, hemos propuesto un
procedimiento que permite aumentar la cantidad de dosis inseminantes obtenidas
mediante swim up. Este consiste en preparar 4-5 tubos de swim up por cada dosis
de semen (pajuela o pastilla). De este modo, al aumentar la superficie disponible
para el ascenso de los espermatozoides, se aumenta la eficiencia de la técnica. La
principal desventaja de esta modificacion es el alto nimero de tubos necesarios

para desarrollarla, lo cual aumenta el costo de cada maniobra.
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Una vez obtenida la suspension de espermatozoides libre de diluyentes y
células muertas, se procede a la determinacion de la concentracion
espermatica para efectuar la fecundacion con la dosis requerida.

Preparar la cdmara (Neubauer) para conteo de espermatozoides (colocar
un cubre-objetos).

Diluir la suspension de espermatozoides al 5% en agua. Tomar 95 pl de
agua y agregarle 5Sul de la suspension de semen obtenida luego de la
ultima centrifugacion con tip estéril.

Homogeneizar, y cargar la camara para efectuar el conteo.

Llevar al microscopio y contar 5 cuadrados de doble borde (x400).

Calculo rapido para fecundaciéon: 400 (que corresponde al
volumen de medio de fecundacion en pl, que contiene cada celda)

dividido por el nimero de espermatozoides que se contaron.

El resultado corresponde al volumen en pl que se debe tomar del tubo que

contiene los espermatozoides para fertilizar con un millén de espermatozoides

por ml de FIV. Colocar en cada celda de la placa de cultivo, la cantidad de semen

correspondiente y llevarlas a estufa durante 24 hs. La dosis espermatica

utilizada es generalmente de 1 a 2 millones de espermatozoides por ml de

medio.

En algunas maniobras, el volumen de semen (al final de todos los procedimientos

de acondicionamiento) es menor que el requerido para adicionar a las placas a la

concentracion deseada. En estos casos, se puede proceder de al menos dos modos:

Distribuir equitativamente el semen disponible en todos los pocillos de las
placas a fecundar, Iniciar una nueva maniobra de acondicionamiento y
agregar a los pocillos la cantidad de semen necesaria para alcanzar la
concentracion deseada. Las desventajas de esta metodologia son las

siguientes: (e)

La fecundacion se retrasa como minimo 20 minutos
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Es necesaria una nueva dosis de semen
Mayor consumo de material y de medios, estos ultimos no siempre
disponibles, lo cual requiere iniciar nuevamente las formulaciones

finales, retrasando atin mas el procedimiento.

Reducir el volumen del medio de fecundaciéon. De este modo a un
menor volumen de medio por pocillo, sera necesario un menor
volumen de semen para mantener la concentracion deseada. En caso
de reducir el volumen por debajo de 200ul, serd necesario cubrir el

pocillo con aceite mineral para evitar la evaporacion del medio.

1.5 Fecundacion en microgotas

Al igual que en la maduracion, la fecundacion también puede efectuarse en

microgotassobre placas de petri cubiertas por aceite mineral. En este caso, el

procesamiento del semen, se efectuara del mismo modo que el descripto

previamente. (b)

PROCEDIMIENTO DETALLADO

1.

Colocar en un tubo de 5 ml, el volumen, requerido para la confeccion de
las microgotas. Colocar volimenes equivalentes a los utilizados en las
placas de cultivo y al mismo agregarle la cantidad necesaria de heparina.
Luego adicionarle la cantidad de medio de capacitacion con los
espermatozoides, necesaria para alcanzar la dosis inseminante deseada,
homogeneizar, y preparar las microgotas como fue descripto en
maduracion.

Lavar los ovocitos puestos a madurar, previo a ser colocados en las
microgotas, en medio de fecundacion, para no diluir este medio con

el de maduracion.
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4. Una vez que los ovocitos han sido lavados, colocarlos en las microgotas,
posteriormente se realiza el gaseado de las fundas ziploc y se los lleva a la

estufa.
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Dia 3:

1.6 Metodologia para el cultivo in vitro de embriones

1.6.1. Eliminacion del exceso de células del cumulus (desempaque)

Luego de 24 hs de la fecundacion, los presuntos cigotos deben ser denudados

(eliminacién del cumulus), lavados en medio de cultivo y colocados, en este ultimo,

en las placas donde se efectud la maduracion de los ovocitos (co-cultivo con células

de la granulosa) o en nuevas placas (sin co-cultivo) y colocados en estufa a 38,5 °C

en una atmosfera de 5% de O,, 5% de CO,, 90% de N, y humedad a saturacion

hasta las 48-72 horas, momento en el que se procede al conteo los ovocitos

divididos (porcentaje de division a 48-72 Hs). Posteriormente se continia con el

cultivo hasta el dia 7 donde se evalua el porcentaje de produccion de embriones, y

se procede a su transferencia o criopreservacion. (b)

1.6.2. Procedimiento detallado

L.

Chequear la placa de maduracion por posible presencia de
contaminacién. Se aspira el contenido y se reemplaza por 400 ul de
medio de cultivo. En caso de no efectuar co-cultivo con células de la
granulosa, se procedera al llenado de nuevas placas. En el caso del
periodo de cultivo, y con el mismo propdsito que se describié en el
apartado cultivo en microgotas, cada celda debera cubrirse con 400 pl de
aceite mineral. Posteriormente, las placas se colocaran en estufa hasta su
utilizacion.

Preparar pipeta con capilar de vidrio, necesaria para el manejo de los
embriones.

Colocar 400 pl de medio de cultivo en un tubo de centrifuga, y pasar
los presuntos cigotos a este, para efectuar el desempaque mediante

agitacion mecanica utilizando un vortex durante 2 minutos.
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4. Posteriormente, lavar las paredes del tubo con medio de cultivo, aspirarlo
y descargarlo en una placa para la busqueda, Agregar 400ul de medio
en el tubo y enjuagar nuevamente las paredes del mismo.

5. Efectuar la busqueda y el lavado de los cigotos mediante el pasaje a
través gotas de medio de cultivo.

6. Es necesario realizar varios lavados y busquedas del tubo hasta que no
aparezcan mas cigotos (2 o 3 veces). Posteriormente observar el
tubo bajo lupa para detectar la posible presencia de cigotos adheridos
a su pared.

7. Una vez lavados en el mismo TCM-HEPES y seleccionados, colocar
los presuntos cigotos en las placas de cultivo previamente preparadas.

8. Colocar la placa en estufa y cultivar bajo las condiciones descriptas.

Otras variantes para el desempaque, ademds del vortexeo, las constituyen el
denudado utilizando capilar de vidrio o micropipeta de 200 pl. En el primer
caso, un capilar de vidrio es afinado con fuego o con estiradores de capilares y
microfraguas, de tal modo que su extremo posea un didmetro aproximadamente
igual al de un ovocito. De este modo, al aspirarlo, las células del cumulus son
separadas de la zona pelucida. La micropipeta de 200 pl se coloca dentro de la
celda, y se procede a aspirar y descargar suavemente este volumen hasta que los
ovocitos queden desnudos. Luego de esto proceder con el lavado segin se indico

previamente. (b)
1.7 Cultivo de embriones en microgotas

Al igual que en maduracion y fecundacion, el cultivo también puede efectuarse
utilizando microgotas cubiertas por aceite mineral. EI procedimiento es idéntico
al de maduracion si se desea efectuar el cultivo en ausencia de co-cultivo,
mientras que si se utilizan las placas de maduracion, este medio debe ser retirado
y reemplazado por medio de cultivo. Para esto, debera graduarse la micropipeta
con un volumen ligeramente inferior al de la microgota, y lavarla dos o tres
veces, hasta reemplazar completamente el medio de maduracion por el de

cultivo. (b)
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1.8 Metodologias de uso del medio de cultivo CR1aa y SOF

Estos medios de cultivo, si bien han sido utilizados originalmente
suplementados con un 5-10% de suero fetal bovino durante todo el cultivo,
ultimamente, en busqueda de un sistema de produccion mas definido y mejoras
en las tasas de sobrevida pos-criopreservacion, se han puesto en préctica

distintas alternativas al uso mencionado.

Estas son: (b)

e Sin suero: en este caso la suplementacion proteica estd dada
solamente por la incorporacion de 3 mg/ml de BSA, como se describe
en la formulacion de los medio.

e Con suero: a la formulacion detallada se le adiciona suero a una
concentracion final de 5-10%.

e Con suero 5-10% 72 Hs. el cultivo se comienza con sin suero y a las 72
Hs, se agrega 20-40 ul de suero en cada well.

e Sin BSA + suero 5-10%: en este caso el medio se formula como se
describid, pero en ninglin momento se incorpora BSA, de manera tal que

el aporte proteico esta dado solo por el suero.

Ademas de las metodologias mencionadas cabe recordar la posibilidad de efectuar

el cultivo en co-cultivo, como se apuntara en el procedimiento detallado.
1.8.1. Congelacion
La congelacion de los embriones con EG se efecttia del siguiente modo: (e)
1. Preparar la solucion de criopreservacion (1,5 o 1,78 M de EG con el

agregado o no de 0,1 M de sacarosa, en PBS (solucion stock) mas el

agregado, en el momento de efectuar la maniobra, de suero en una
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proporcion final del 20%. Esta solucion se colocard en una placa de petri
de 35 mm a temperatura ambiente.

Identificar correctamente la pajuela

Colocar los embriones en la solucién de criopreservacion. El tiempo total
de exposicion de los embriones al crioprotector, debera ser de alrededor de
10 minutos.

Cargar los embriones en las correspondientes pajuelas y cerrarlas con
alcohol polivinilico, termosellador o selladores ultrasonicos.

Comenzar con el enfriamiento inicial colocando las pajuelas directamente
a -7° C en la camara de enfriamiento de una maquina congeladora
programable durante 5 minutos.

Efectuar la induccion de la cristalizacidon de manera manual, tocando las
pajuelas en uno de sus extremos con un dispositivo metélico enfriado en
N; liquido. En las maquinas que posee ancriocamara con alcohol metilico
y que permita la disposicion horizontal de las pajuelas, podra controlarse
visualmente el avance de las columnas de cristalizacion.

Luego de 5 minutos de inducida la cristalizacion, comenzar el descenso
térmico controlado desde -7 °C hasta -35 °C a razon de 0,5 °C/minuto.
Una vez alcanzada la temperatura de -35 °C, retirar las pajuelas de la
camara de enfriamiento y efectuar el enfriamiento rapido colocando las

pajuelas directamente en N, liquido.

1.8.2. Descongelacion

La descongelacion se efectiia a través de la siguiente metodologia: (e)

1.
2.

Retirar la pajuela del nitrégeno liquido.

Exponer la pajuela al aire durante 5 segundos tomandola desde sus
extremos. Con este procedimiento evitamos la ruptura del tapon de fabrica
y la entrada de agua dentro de la pajuela durante la descongelacion.
Introduccion de las pajuelas en agua a 35 °C durante 30 segundos.

Cortar el extremo opuesto al del tapén de fabrica y colocarla con este

ultimo hacia atras, en una pistola de transferencia.
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5. Cuando se desee efectuar evaluaciones in vitro de los embriones
descongelados previo a la transferencia, se deberd proceder como se indica
a continuacion:

6. Cortar ambos extremos de la pajuela y descargar su contenido sobre una
placa de petri de 35 mm. Inmediatamente después, comenzar la busqueda
del o los embriones.

7. Una vez hallados, colocarlos en PBS + suero al 20% durante 10 a 15
minutos. Posteriormente deberdn ser lavados mediante pasajes por gotas
de esta solucion, y -cultivados nuevamente para sus evaluaciones

posteriores.

Al momento de su utilizacion adicionar suero al 20% Conservar refrigerado por no

mas de 30 dias. Este medio puede ser utilizado sin el agregado de sacarosa.

1.9 Calidad embrionaria. Codigos de clasificacion
De acuerdo a las normas Internacional Embryos Transfer Society (IETS), el
codigo para clasificar la calidad embrionaria basada en la integridad morfologica

de los embriones es de tipo numérico. Los codigos de calidad embrionaria varian

de 1 a 4 como se explica a continuacion. (e)
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CLASIFICACION DE CALIDAD EMBRIONARIA SEGUN NORMAS

Codigo

1.- Excelente

2.- Bueno

3.- Regular

4.- Malo (muerto

0 degenerado)

IETS.

Descripcion morfologica

Masa embrionaria esférica y simétrica, con células
(blastdmeros) uniformes en cuanto a tamafio, color y
densidad. Este tipo de embrion se considera en su estadio
esperado de desarrollo. Las irregularidades deberian ser
relativamente menores, y al menos el 85% del material
celular deberia de ser una masa embrionaria intacta y viable.
Esta apreciacion debera basarse en la evolucion de la
cantidad de células embrionarias presentes en el espacio
perivitelino (células extrudadas). La zona pelucida debera
presentar superficies lisas, sin superficie codncavas, planas o
delgadas que pudieran causar adhesion de los embriones al

material utilizado durante las manipulaciones

Irregularidades moderadas en cuanto al aspecto, forma,
tamano, color y densidad de las células. Al menos el 50% del
material celular deberd encontrarse intacto y corresponderse

a una masa embrionaria viable.

Irregularidades mayores en la forma y tamafio de la masa
embrionaria, asi como en el tamafo, color y densidad de
células individuales. Al menos el 25% del material celular
debera encontrarse intacto y corresponderse con una masa

embrionaria viable.

Embrion, ovocito o embrion de 1 célula degenerada, no

viable.
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

2.1. Localizacion

Este trabajo se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion de

la Carrera de Medicina Veterinaria de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

2.1.1. Ubicacion del ensayo

Pais mimEcuador
Provincia B Cotopaxi
Canton mm[ atacunga

U 0°55'0"S  78°37'0"0-0.93333333333333, -
78.616666666667

e Ubicacion

° Parroquia Eloy Alfaro

e Sector Salache
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2.1.2. Condicion geogrdfica

CUADRON°1
e Nubosidad promedio 7/8
e Altitud 2757 m.s.n.m.
¢ Humedad relativa 70%
e Clima Mesotérmico con invierno seco
e Temperatura promedio anual 14.5 grados centigrados
e Heliofania mensual 120 horas
e Velocidad del viento 2.5 m/s
¢ Viento dominante SE
e Pluviosidad 550 mm anuales

e Longitud: 78° 377 19,16” E

e Latitud: 00°59747,68” N

Vias de comunicacion: Via pavimentada de primer orden a la parroquia Eloy

Alfaro, sector Salache.

Servicios: El establecimiento cuenta con agua potable, luz, teléfonos, caminos

internos para transporte de personas y el producto, etc.

Fuente: Registro administrativo CEYPSA, 2013
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2.2.1

2.2.2.

2.2. Materiales

Materiales de oficina

Papeleria y materiales
Computadora
Impresora
Calculadora
Memoria USB

Materiales de campo

Cofia

Overol

Botas

Guantes quirdrgicos
Ovarios

Termo de transporte de ovarios

. Materiales de laboratorio

Cajas petri grandes
Cajas petri pequenias
Jeringas de 5ml
Gorras desechables
Tollas de absorbentes
Guantes de latex
Mascarillas

Fundas Ziploc
Bisturi # 22

Agua destilada
Desinfectantes y antisépticos
Pipetas Pasteur

Macropipeta

38



e Puntas desechables de macropipetas
e Micropipeta

e Puntas desechables de micropipetas
e Holding

e Medio de maduracion

e Medio sof

e Medio de fertilizacion

e Medio de cultivo

e Aceite mineral

e Percoll

e Heparina

e Bafio Maria

e Cémara de flujo laminar

e Pajuelas de 0.25

e Estereomicroscopio tempera

e Termo de nitrégeno liquido

e Nitrégeno liquido

e Tapones de pajuelas

e Tanque mesclado con 90 % de N,5 % de O, y 5 % de CO»

2.2.4. Materiales Biologicos

e Ovarios de cobayos

e Semen de cobayos

2.3. Desarrollo metodologico

2.3.1. Tipo de investigacion

2.3.1.1. Investigacion Descriptiva



Consiste en la prediccion e identificacion de las relaciones que existen entre dos o
mas variables para llegar a conocer las situaciones y actitudes predominantes a
través de la descripcion exacta de las actividades, objetos y procesos.

Por lo cual se aplico este tipo de investigacion en el ensayo para el desarrollo del
experimento usando las técnicas FIV (fecundacion in vitro) y PIV (produccion in

vitro), para su posterior aplicacion en programas de mejora genética.

2.3.2. Metodologia

2.3.2.1 Meétodos y Técnicas empleadas

2.3.2.1.1. Meétodo Inductivo-Deductivo

El método inductivo consiste en exhibir la manera como los hechos particulares
(variables) estan conectados a un todo (leyes).

El método deductivo muestra como un principio general (ley), descansa en un
grupo de hechos que son los que lo constituyen como un todo.

Ambas formas de inferencia alcanzan el mismo propdsito aun cuando el punto de
partida sea diferente.

Por lo que se aplicara este método para el estudio de la produccion in vitro de
embriones (PIV) ya que es una biotecnologia reproductiva que representa una
mejora notable de los recursos cunicultores al permitir combinar diversos

procesos y técnicas para la conservacion de un alto potencial genético en cuyes.

2.3.2.1.2. No Experimental

Se establece que un disefio no experimental es la que se realiza sin manipular
deliberadamente variables. Es decir se trata de investigacion donde no hacemos
variar intencionalmente las variables independientes. Lo que hacemos en la
investigacion no experimental es observar fendémenos tal y como se dan en su

contexto natural, para después analizarlos.
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La investigacion no experimental es la busqueda empirica y sistematica en la que
el cientifico no posee control directo de las variables independientes, debido a que
sus manifestaciones ya han ocurrido o a que son inherentemente no manipulables.
Se hacen inferencias sobre las relaciones entre las variables, sin intervencion

directa sobre la variacion simultdnea de las variables independiente y dependiente.

2.3.2.1.3. La Observacion

Es un proceso cuya funcidon primera e inmediata es recoger informacion sobre el
objeto que se toma en consideracion. Esta recogida implica una actividad de
codificacion: la informacion bruta seleccionada se traduce mediante un codigo
para ser transmitida a alguien. Por medio del sistema de produccion, en los que el

observador confecciona él mismo su sistema de codificacion.

Por lo que se aplicara en este ensayo en la fase experimental, produciendo
resultados que serdn una base para el desarrollo de futuras investigaciones en la
cual se podria tomar como una referencia para seguir en el desarrollo de
investigaciones relacionadas con el tema, teniendo en cuenta los aspectos que se

daran para cada una de las variables a investigar.

UNIDAD DE ESTUDIO

En la presente investigacion se emplearon ciento ochenta ovocitos obtenidos
mediante la técnica de slicing de los ovarios de 30 cobayos hembras post morten,
y el semen se obtuvo de 10 cobayos machos es decir de 20 testiculos, para

realizar la produccion in vitro de embriones de cobayos.
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2.4.1.

24. Desarrollo del ensayo

Coleccion de células femeninas (hembras)

Se deberd mantener los ovarios en el laboratorio a temperatura de 35° C,
en medio Holding, maximo 4 horas antes de obtener los ovocitos. Que se
obtuvo mediante el sacrificio de cuyes hembras.

Una vez en el laboratorio, los ovarios seran acondicionados, eliminandose
los restos de cuerno uterino, oviducto y/o ligamentos y lavados tres veces
en solucion fisiologica estéril. Posteriormente se procedid a  cortar
longitudinalmente lo mas fino posible para sacar los foliculos completos
aplicando la técnica sliscing o corte, por el tamafio de los ovarios,
procediendo hacer un lavado retrogrado con holdig, en una caja petri.
Estos foliculos completos se depositd en placas petri el cual se deja
reposar por 5 minutos en medio holding y se realiza la biasqueda y
seleccion de ovocitos en el estereomicroscopio a un aumento de 15 x con
la ayuda de agujas de insulina.

Solamente ovocitos rodeados por tres 0 mas capas de cimulo compactas
y citoplasma homogéneo fueron utilizados para la fertilizacion In vitro.

Se identifico las cajas petri y con un micro pipeta se realiza la coleccion de
ovocitos de buena calidad que resultaron del lavado con holding.

Los ovocitos seleccionados se transfirieron a las micro-gotas de medio de
maduracion mas SIGMA (mineral oil) en otra caja petri identificada.

Se colocd dentro de fundas Ziploc y se llend con gas compuesto de
(Nitrogeno al 90 %, Oxigeno al 5%, CO2 al 5%).

Esto se lo coloc6 a bafio maria a 38.5 °C, por 24 horas.

Se efectuo el conteo basandonos en la tabla.
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CUADRO N° 2

Caracteristicas Microscopicas De Ovocitos De Hembras

Categorias
Criterios I Bueno IT Regular I1I Malo
Numerosas células . Células del
Ovocitos
Morfologia cuamulos cuamulos
desnudos .
compactas expandidas
Calidad Maduros Inmaduros Dafiados

Fuente: Wood y Wild, 1997

2.4.2. Coleccion de Células Masculinas (Macho)

e Se extrajo los testiculos de los cuyes machos.

Se retiraron todas las fascias y telas que recubren a estos y se limpia toda
la sangre existente.

Una vez ya limpios los testiculos se identifica las partes del epididimo
(Cabeza, cuerpo y cola).

En la cola del epididimo se realiz6 cortes longitudinales y se hace un
lavado sobre ya mencionado corte con Andromed haciendo que caiga en
una caja petri.

Este diluyente (Andromed) se prepar6 4 en 1 (4 ml de agua bidestilada y 1
ml de Andromed), y se pone en una placa térmica de 35 °C por un
momento.

Se uni6 estos dos liquidos en un tubo de ensayo y se lo colocd en una
placa térmica, se pasa a la maquina de centrifugado por 5 minutos,
obteniendo la separacion del liquido (diluyente) con las células masculinas
(espermatozoides).

El liquido restante se absorbidé con una micro pipeta y se pasa otro tubo de

ensayo (la parte mas espesa).
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e En este tubo se agregd percol y se pasa a la maquina de centrifugado por
tres minutos obteniendo las células masculinas (espermatozoides) en la
superficie del tubo.

e Estos espermatozoides aptos para la fertilizacion se los deposita en una

caja petri con una gota de heparina por tres minutos en una placa térmica.

CUADRO N° 3

Caracteristicas Macroscopicas De Semen De Cobayos

Categorias
Criterios I Bueno | II Regular I1I Malo
Apariencia Cremosos | Lechoso | Acuoso, con sangre, pus o grumoso
Concentracion ml | >0.8 x 106 | > 0.5 x 106 <0.5x 106
pH 7.7 7.2 6.8 7.0

Fuente: FREEMAN, W. H. y BROEGIDLE, B. 1967.

CUADRO N° 4

Caracteristicas Microscopicas De Semen De Cobayos Post-Morten

Categorias
Criterios I Bueno IT Regular I1I Malo
Motilidad individual 5 4 Menos de 2
Motilidad en masa 90 - 95% 80—-90 % 70 -80%
Concentracion ml >0.8 x 106 >0.5x 106 <0.5x 106
Morfologia celular <5% 5-10% > 15%
Vivos muertos <10% 10- 15 % >15-20%

Fuente: FREEMAN, W. H. y BROEGIDLE, B. 1967.

2.4.3. Fertilizacion de Embriones

e Se extrajo los ovocitos después de 24 horas del bano maria y los
colocamos en el medio de fertilizacion.
e Se traslado los ovocitos ya maduros al medio de mantenimiento para que

sean lavados.

44




e Se coloco aceite mineral en otra caja petri y colocamos los ovocitos con
medio de fertilizacion y los espermatozoides.

e Se colocd dentro de una funda ziploc y se llena con la mescla de gases
(nitrogeno 90%, Oxigeno 5 % y CO2 5%).

e Seubico dentro del bafio maria a 38.5°C por 72 horas.

e Después de las 72 horas se sacd del bafio maria y se lo colocd en la
plancha térmica después se realiza otro lavado con holding.

e Se realizo el conteo y la calificacion de los embriones, basdndose al

siguiente cuadro:

2.4.4. Congelamiento y almacenamiento en nitrégeno liquido

Se colocd en pajillas de 0.25mg Una vez terminado el envasado y sellado de las
pajillas, se ubica en congelador para que su temperatura baje a 4° C por dos horas,
luego se coloca las pajillas en los rack de congelacion en un cooler con nitrégeno
liquido en el cual se va bajando el rack cada 10 minutos hasta llegar a una
temperatura de menos 8, este es una congelacion rapida, Luego se pasa las pajillas

al termo de nitrégeno para almacenamiento.
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CAPITULO 111

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente capitulo se detallan los resultados obtenidos en la parte

experimenta, los mismos que estan en base a las variables establecidas.

3.1.Numero de ovocitos colectados

CUADRO N° 5

Recuperacion De Ovocitos

Numero de ovarios 60

Numero de ovocitos 180

Fuente: Directa
Elaborado por: SOLIS RICARDO, CHAVEZ PAOLA.

En el cuadro N° 5 se observa que de 60 ovarios obtenidos de animales post
morten se recolectaron 180  ovocitos indistintamente de su calidad para

maduracion in vitro.
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3.2 Clasificacion de ovocitos

CUADRO N° 6
Categorias De Ovocitos Obtenidos
CATEGORIAS NUMERO PORCENTAJE (%)
A 120 66,66
B 24 13,33
C 36 20,00
TOTAL 180 100%

Fuente: Directa
Elaborado por: SOLIiS RICARDO, CHAVEZ PAOLA.

GRAFICON° 1

Categorizacion De Ovocitos
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Elaborado por: SOLIS RICARDO, CHAVEZ PAOLA.
En el cuadro N° 6 y grafico N° 1 se aprecia que de los 180 ovocitos recolectados
120 ovocitos son de categoria A (66.66%) y son aptos para maduracion in vitro;
24 de categoria B (13.33%) con pequetias imperfecciones que pueden ser usados
en el protocolo de maduracién pero en este experimento se descartaron; 36 de

categoria C (20%) que no son aptos para maduracion in vitro.
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3.3 Numero de ovocitos maduros y Atrésicos

CUADRO N° 7
Ovocitos Maduros Y Atrésicos
OVOCITOS NUMERO PORCENTAJE (%)
Maduros 104 86.66%
Atrésicos 16 13,34%
TOTAL 120 100 %

Fuente: Directa

Elaborado por: SOLiS RICARDO, CHAVEZ PAOLA.

GRAFICO N° 2
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Fuente: Directa

Elaborado por: SOLIS RICARDO, CHAVEZ PAOLA.

En el cuadro N° 7 y grafico N° 2 se observa que después de la maduracion in vitro

de los 120 ovocitos se obtuvo 104 ovocitos maduros (86.66%) buenos para ser

fertilizados y 16 ovocito (13.34%) Atrésicos que no presentaron maduracion y no

son aptos para fertilizarlos.
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3.4 Numero de ovocitos fertilizados

CUADRO N° 8

Numero De Ovocitos Fecundados

OVOCITOS

NUMERO

PORCENTAJE (%)

Fecundados

90

86.53%

No Fecundados

14

13,46%

TOTAL

104

100 %

Fuente: Directa

Elaborado por: SOLIS RICARDO, CHAVEZ PAOLA.

GRAFICO N° 3
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Elaborado por: SOLIS RICARDO; CHAVEZ PAOLA.

En el cuadro N° 8 y grafico N° 3 se ve que de los 104 ovocitos fertilizados se

fecundaron 90 y no se fecundaron 14. Correspondiendo a un porcentaje de 86.53 y

13.46 sucesivamente, lo que demuestra que los ovocitos de cobayos muestran una

gran resistencia a la manipulacion in vitro
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3.5 Numero de embriones producidos

CUADRO N° 9

Numero De Embriones

Embriones NUMERO PORCENTAJE (%)
Desarrollados 66 73.3%
Atrésicos 24 26.7%
TOTAL 90 100 %

Fuente: Directa
Elaborado por: SOLiS RICARDO, CHAVEZ PAOLA.

GRAFICO N° 4
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En el cuadro N°9 y grafico N° 4 representa que de los 90 ovocitos fecundados 66
(73.3%) se desarrollaron convirtiéndose en embriones y 24 (26.7%) sufrieron

atresia.
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3.6 Clasificacion embrionaria

CUADRO N° 10

Calidad De Embriones
GRADO NUMERO PORCENTAIJE (%)
I 32 48.48%
11 24 36.36%
11 10 15.15%
TOTAL 66 100%

Fuente: Directa . )
Elaborado por: SOLIS RICARDO, CHAVEZ PAOLA.

GRAFICO N° 5
Calidad De Embriones
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En el cuadro N° 10 grafico N° 5 se ve que de los 90 ovocitos fecundados se
obtuvo 66 embriones; 32 (48,48%) de Grado I; 24 (36,36%) de Grado II; 10
(15,15%) de Grado III; 0 de Grado IV de los cuales los de grado I y II son aptos

para poder ser congelados.
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CONCLUSIONES

Se logré evaluar la produccion de embriones mediante la técnica submarine
incubation system en el laboratorio de biotecnologia de la reproduccion de la
carrera de Medicina Veterinaria de la Universidad Técnica de Cotopaxi dando

buenos resultados.

En cuanto a la calidad de ovocitos se obtuvieron 180 de 30 hembras faenadas
de los cuales 120 calidad A con el 66.66%, 24 calidad B con el 13.33% vy de
calidad C 36 que equivale al 20%; lo que determina que el ovocito es muy

resistente a la extraccion mediante la técnica de slicing.

En el proceso de maduracion a fecundacion se observo que 120 ovocitos tipo
A 104 maduraron y fecundaron 90 es decir que hasta este momento se perdi6

30 ovocitos pero la pérdida es minima equivaliendo al 25%.

La técnica SIS (submarine incubation system) nos permite remplazar la
incubadora a un bafio maria y un cilindro de gas que contiene 90% de N, 5%

CO2, 5% 02; la misma que nos reduce el costo de produccion de embriones.

Mediante esta investigacion se logro tener 56 embriones de los cuales Grado I
32, Grado II 24, la verificacion de la viabilidad en el descongelamiento se
determind que los embriones de calidad I no varian su grado mientras que el
de Grado II la variacion es minima con 4, LOS GRADO 3 NO SE
CRIOCONSERVARON YA QUE LA LITERATURA NO RECOMIENDA.
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RECOMENDACIONES

Se debe tener mayor experiencia al momento de realizar la técnica de

slicing para asi obtener material genético de buena calidad.

Al momento de la clasificacion e identificacion de los embriones se debe
tener en cuenta algunos pardmetros a considerar, por ende se recomienda

tener mas tiempo y una mayor cantidad de dichas células.

Al realizar la fecundacion in vitro en cobayos se recomienda tener mayor
conocimiento de los equipos a utilizar para asi obtener resultados

favorables.
Implementar bancos de germoplasma en el laboratorio de la biotecnologia

de la reproduccion de la Universidad Técnica de Cotopaxi para determinar

y mantener la genética de nuestros cobayos.
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Anexo 1
CORTE Y EXTRACCION DE LOS FOLICULOS

Anexo 2
MANIPULACION DE LAS CELULAS PARA EL LAVADO
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Anexo 3
LAVADO DE LOS OVOCITOS CON EL MEDIO HOLDIN

Anexo 4
LAVADO Y SELECCION DE LOS OVOCITOS
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Anexo 5
MANIPULACION DEL MEDIO DE MANTENIMIENTO

Anexo 6
OVOCITOS MADUROS TIPO A
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Anexo 7
SELECCION DE OVOCITOS

Anexo 8
OVOCITOS EN EL MEDIO DE FERTILIZACION
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Anexo 9
MANIPULACION DE MEDIOS DE FERTILIZACION Y MEDIO DE
MADURACION

Anexo 10
COLOCACION DENTRO DE LA FUNDA ZIPLOC
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Anexo 11
LLENADO DE LA FUNDA CON LA MEZCLA DE GASES EN EL BANO
MARIA

Anexo 12
CORTE DEL EPIDIDIMO
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Anexo 13
PREPARACION DEL DILUYENTE

Anexo 14
CALENTAMIENTO EN LA PLANCHA TERMICA DEL DILUYENTE LA
CAJA PETRI EN DONDE SE OBTUVO EL SEMEN Y UNA PLACA PARA
EL EXAMEN MICROSCOPICO
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Anexo 15
CENTRIFUGADO DEL SEMEN

P

'\

Anexo 16
SELECCION DE LOS ESPERMATOZOIDES VIABLES PARA LA
FERTILIZACION
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Anexo 17

UBICACION DE LAS CAJAS QUE CONTIENEN LOS OVOCITOS Y LOS
ESPERMATOZOIDES DENTRO DE LAS FUNDAS ZIPLOC

Anexo 18
UBICACION DE LAS FUNDAS ZIPLOC EN EL BANO MARIA A 35.8 ° POR
72 HORAS
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Anexo 19
FUNDAS ZIPLOC DESPUES DE 72 HORAS

Anexo 20
LAVADO, CONTEO Y CALIFICACION DE LOS EMBRIONES
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Anexo 21
VISTA DE ESTEREOMICROSCOPIO LAVADO, CONTEO Y
CALIFICACION DE LOS EMBRIONES

Anexo 22
EMBRIONES DE CALIDAD TIPO I
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Anexo 23
LLENADO DE LAS PAJILLAS DE 0,25

Anexo 24
CONGELACION DE LOS EMBRIONES EN EL TERMO DE NITROGENO
LIiQUIDO
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Anexo 25
ALMACENAMIENTO DE LOS EMBRIONES EN EL TERMO DE
NITROGENO LIQUIDO
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1 Célula

Anexo 26
ESTADIO DE DESARROLLO EMBRIONARIO. CODIGOS DE
CLASIFICACION.

2 Células

8 células

16 células

Mobrula temprana

Blastocisto
temprano

Blastocisto

Blastocisto
expandido

Blastocisto
protruido

Blastocisto
protruido expandido

El cédigo para el grado de desarrollo es numérico. EI numero 1 identifica un

ovocito sin fecundar o un embridn de una célula. El nimero 2 identifica

embriones con dos a 16 células. El nimero 3 identifica una morula temprana, y

los nimeros 4 a 9 identifican a los embriones en estadios posteriores a la

compactacion, como se ilustra mas arriba
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