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RESUMEN

Se evaluó la viabilidad posdescongelamiento de ovocitos de alpaca vitrificados
luego de la maduración in vitro . Los ovocitos fueron recuperados de ovarios obtenidos
en el camal Municipal de Huancavelica, Perú, madurados in vitro  por 24-25 h en una
cámara modular con 5% de O2, 5% de CO2 y 90% de N2 en medio TCM-199 suplementado
con Piruvato de Na, HEPES, sulfato de gentamicina, FSH, estradiol 17-?  y suero fetal
bovino. Los ovocitos fueron separados de las células de la granulosa con hialuronidasa
al 0.1% y distribuidos en tres tratamientos: T1 (n=107), ovocitos expuestos a las solucio-
nes crioprotectoras y vitrificados; T2 (n=121), ovocitos expuestos a las soluciones
crioprotectoras no vitrificados (control de toxicidad de los crioprotectantes); T3 (n=232),
grupo control de ovocitos no expuestos a las soluciones vitrificantes. Los ovocitos
fueron vitrificados en microgotas sobre un papel de aluminio flotando en nitrógeno
líquido, utilizando una solución de equilibrio con 4% de etilenglicol y una solución de
vitrificación con 35% de etilenglicol, 5% de polivinilpirrolidona y 0.4 M de trehalosa. Las
microgotas vitrificadas se almacenaron en nitrógeno líquido y fueron descongeladas 1-4
después. Todos los ovocitos fueron cultivados en SOF-HEPES con 5 ? M de ionomicina
de Ca por 4 min a temperatura ambiente y luego cultivados por 3 h en 6-DMAP a 38.5 °C
en una atmósfera húmeda con 5% de O2, 5% de CO2 y 90% de N2. Luego se cultivaron por
8 d en medio SOF-IVC. Se encontró 58.4, 68.7 y 97.3% de ovocitos morfológicamente
normales para T1, T2 y T3, respectivamente. Las tasas de segmentación fueron de 39.9,
49.5 y 62.3%, y las tasas de blastocistos fueron de 0, 0 y 9.2% para T1, T2 y T3, respecti-
vamente. Los resultados demuestran que los ovocitos de alpaca pueden ser vitrificados
con el método de superficie sólida y que son viables morfológicamente y fisiológicamente
posdescongelamiento.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the viability of vitrified/thawed alpaca oocytes
after in vitro  maturation. Alpaca oocytes were retrieved from ovaries obtained in the
slaughterhouse of Huancavelica, Peru and matured in vitro for 24-25 h in a modular
chamber with 5% O2, 5% CO2 and 90% N2 in TCM-199 medium supplemented with sodium
pyruvate, HEPES, gentamycin sulphate, FSH, estradiol 17-?and fetal calf serum. Then,
oocytes were fully denuded of cumulus cells with 0.1% hyaluronidase and assigned to
three treatments: T1 (n=107), oocytes exposed to cryoprotectans and vitrified; T2 (n=121),
oocytes exposed to cryoprotectans without vitrification; and T3 (n=232), control group
of oocytes not exposed to vitrification solutions. Alpaca oocytes were vitrified in
microdrops on a precooled aluminum foil floating in liquid nitrogen, using an equilibrium
solution with 4% ethylene glycol and a vitrification solution with 35% ethylene glycol,
5% polyvinyl-pyrrolidone and 0.4 M trehalose. The vitrified microdrops were stored in
liquid nitrogen and were thawed 1-4 d later. All oocytes were cultured on SOF-HEPES
with 5 ?mM Ca ionomycin by 4 min at room temperature followed by 3 h incubation in 6-
DMAP at 38.5 ºC in a 5% O2, 5% CO2 and 90% N2 in humidified atmosphere. Subsequently,
were cultivated on mSOF medium during 8 days. The rates of oocytes survival were 58.4,
68.7 and 97.3% in T1, T2 and T2 respectively. The rates of cleavage were 39.9, 49.5 and
62.3% and rates of development to blastocysts were 0, 0 and 9.2% in T1, T2 and T3
respectively. The results showed that alpaca oocytes were morphologically and
physiologically viable after vitrification by solid surface method.
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INTRODUCCIÓN

No hay estudios de activación química
para la producción de embriones
partenogenéticos en alpacas o en otras espe-
cies de camélidos sudamericanos (CSA) con
ovocitos previamente vitrificados; sin embar-
go, hay estudios que han demostrado la
vitrificación de embriones de llama (Aller et
al., 2002; Lattanzi et al., 2002), incluyendo la
transferencia exitosa en receptoras
sincronizadas (Aller et al., 2002).

En los últimos años, se ha incrementado
el interés en la criopreservación de ovocitos,
especialmente por la importancia de la pro-
ducción in vitro de embriones y la transfe-
rencia nuclear (Dinnyes et al., 2000). Sin
embargo, la disponibilidad de ovocitos es la
principal limitante, sobretodo en CSA, por la
lejanía de los centros de crianza y por el bajo
número de camales para el beneficio de es-
tas especies. Esta realidad dificulta la imple-

mentación de líneas de investigación en la
producción in vitro de embriones (Ruiz, 2009).

La vitrificación es una tecnología que
ha superado a la congelación tradicional en
la criopreservación de ovocitos, mejorando
las tasas de supervivencia posdesconge-
lamiento y de desarrollo embrionario in vitro
en muchas especies domésticas (Albarracín,
2005). La vitrificación en superficie sólida ha
dado buenos resultados en la criopreservación
de ovocitos bovinos (Dinnyes et al., 2000;
Ruiz et al., 2010), e incluso ha permitido la
producción de embriones con tecnologías
avanzadas como la clonación por transferen-
cia nuclear (Atabay et al., 2004). Además,
se la logrado la vitrificación exitosa de ovocitos
en caprinos (Begin et al., 2003), porcinos
(Somfai et al., 2007) y ovinos (Zhang et al.,
2009); sin embargo, los resultados de super-
vivencia, segmentación y de obtención de
blastocistos son menores a los obtenidos con
la vitrificación de ovocitos bovinos.
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El proceso de vitrificación requiere la
presencia de una alta concentración de solu-
ciones crioprotectoras permeables y una alta
velocidad de enfriamiento (Atabay et al. ,
2004) para facilitar el rápido intercambio del
agua intracelular por el crioprotector y evitar
la formación de cristales de hielo. Esto se
logra reduciendo al mínimo el volumen de las
soluciones crioprotectoras y aumentando la
velocidad de enfriamiento (Uribe, 2008), lo
cual permite minimizar el daño celular que
se provoca por el estrés osmótico o la toxici-
dad química provocada por las altas concen-
traciones de las soluciones crioprotectoras
(Atabay et al., 2004). Por ello, se debe rea-
lizar un control de toxicidad exponiendo los
ovocitos a las soluciones vitrificantes y luego
lavarlos sin someterlos a la vitrificación, para
asegurar que una solución crioprotectora no
afecta la supervivencia de los ovocitos.

La vitrificación de ovocitos de alpacas
abre la posibilidad de almacenar material
genético de hembras de comprobada calidad
genética, y producir crías aun después de la
muerte de las donantes de ovocitos. Además,
hay que considerar la limitante que tienen las
alpacas hembras de producir menos de seis
crías durante toda su vida reproductiva. Asi-
mismo, la técnica de vitrificación podría apli-
carse para la criopreservación de ovocitos
de CSA silvestres como la vicuña y el
guanaco, o para producir embriones por fe-
cundación in vitro o por transferencia nu-
clear.

El objetivo del presente trabajo fue eva-
luar el efecto de la vitrificación en superficie
sólida sobre la viabilidad de ovocitos de alpa-
ca activados químicamente para la produc-
ción de embriones partenogenéticos.

MATERIALES  Y MÉTODOS

Colección y Maduración de Complejos
Ovocito-Cúmulo

Se recuperaron 96 ovarios de alpaca en
el Camal Municipal de Huancavelica, Perú,

ubicado a 3680 msnm, y llevados en termos a
temperatura ambiente al Laboratorio de
Biotecnologías Reproductivas de la Univer-
sidad Nacional de Huancavelica, dentro de
las tres horas siguientes al sacrificio de los
animales. Los ovarios fueron recolectados 2
veces por semana durante 8 semanas.

Folículos pequeños (2-6 mm) se aspira-
ron con ayuda de agujas 21 G en jeringas de
5 ml. Se recolectaron en promedio 3.5 com-
plejos ovocito-cumulus (COCs) por ovario,
recuperándose 667 COCs, y siendo seleccio-
nado el 69% de ellos como apto para la ma-
duración in vitro. Se consideraron como ap-
tos cuando tenían dos o más capas de células
de la granulosa rodeando al ovocito y con un
citoplasma de color homogéneo, siendo des-
cartados los ovocitos con cúmulo expandido,
parcial o totalmente desprovistos de células
de la granulosa (Ratto et al., 2005).

El líquido folicular con los COCs recu-
perados se depositó en tubos de 15 ml y man-
tenido a 37 ºC, decantándose por 20 minutos.
Se aspiró el sedimento, se depositó en placas
Petri y se diluyó en medio de oviducto sinté-
tico modificado suplementado con 25 mM
Hepes (mSOF-Hepes, Takahashi y First,
1992) y 1 mg/ml de albúmina sérica bovina.
Se seleccionaron los COCs bajo un micros-
copio estereoscópico y se maduraron in vitro
por 24-25 horas en gotas de 50 ? l (8-12 COCs/
gota) en una cámara modular con atmósfera
húmeda de 5% CO2, 5% O2 y 90% N2 a 38.5
ºC, usando un medio de cultivo de tejidos
(TCM-199) suplementado con 25 mM de
Hepes, Piruvato de Na 0.2 mM, sulfato de
gentamicina 50 ?g/ml, FSH 0.02 unidades/ml,
estradiol 17-?  ?g/ml y suero fetal bovino al
10% (v/v). Luego de la maduración, se sepa-
raron las células del cúmulo agitando los
ovocitos con un vortex por 2 minutos en una
solución mSOF-HEPES adicionada de
hialuronidasa al 0.1%. Los ovocitos se lava-
ron, al menos 2 veces, en mSOF-HEPES y
se seleccionaron con la ayuda de un micros-
copio invertido con aumento de 40x. Aque-
llos en metafase II con un primer corpúsculo
polar visible fueron considerados como
ovocitos maduros.
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Vitrificación de Ovocitos

Se utilizó el procedimiento de vitrifi-
cación en superficie sólida descrito por
Dinnyes et al. (2000) con algunas modifica-
ciones introducidas por Atabay et al. (2004).
Ovocitos maduros, libres de células del cú-
mulo, se suspendieron en una solución de
equilibrio (SVI) (4% etilenglicol [EG] diluido
en solución base [SB] compuesta por TCM-
199 con 25 mM de HEPES, suplementado
con 20% de suero fetal bovino y 50 ?g/ml de
sulfato de gentamicina) por 12 a 15 minutos
sobre una platina temperada a 39 ºC. Luego,
los ovocitos se colocaron en una solución de
vitrificación (SVII) (35% EG, 5% de
polivinilpirrolidona [PVP] y 0.4 M trehalosa
[TRE]) en SB por 30 segundos. Inmediata-
mente después, microgotas de 3.5 ? l de SVII
conteniendo 3 a 5 ovocitos se dejaron caer
sobre una superficie de papel de aluminio
preenfriado flotando en nitrógeno líquido. Las
microgotas vitrificadas fueron transferidas con
una pinza preenfriada hacia un vial criogénico
de plástico de 2 ml preenfriado y se almace-
naron en nitrógeno líquido durante 1 a 4 días
hasta su uso.

Descongelamiento de Ovocitos

Se siguió el método descrito por Ruiz et
al. (2010). Las microgotas vitrificadas se
dejaron caer sobre una solución de 2 ml de
TRE 0.3M en SB por 5 minutos. Los ovocitos
se transfirieron a SB por 2 minutos; se lava-
ron tres veces en mSOF-HEPES y se colo-
caron en medio de maduración fresco por 30
minutos antes de la activación química, para
permitir que recuperen su forma esférica
normal. Se seleccionaron los ovocitos sobre-
vivientes a la criopreservación de acuerdo a
la integridad de la zona pelúcida y la presen-
cia de un ooplasma de color y forma homo-
géneo. Los demás fueron descartados.

Activación Química de Ovocitos

La activación química se hizo de acuer-
do al protocolo descrito por Ruiz et al. (2010)
con algunas modificaciones. Para ello, se

formaron tres grupos de ovocitos de acuerdo
a: I) ovocitos expuestos a las soluciones
crioprotectoras y vitrificados, II) ovocitos
expuestos a las soluciones crioprotectoras y
no vitrificados (control de toxicidad de los
crioprotectantes), y III) grupo control de
ovocitos no expuestos a las soluciones
vitrificantes. Los ovocitos se cultivaron en
mSOF-HEPES conteniendo 5 ? M de
ionomicina de Ca por 4 minutos a 39 ºC e
inmediatamente después cultivados en gotas
de 80 ? l de mSOF-IVC suplementado con 3
mg/ml de BSA, 2 mM de 6-dimetilaminopurina
(6-DMAP, Sigma) y 12.5 ?M de citocalasina
B (Sigma) por 3 horas en atmósfera húmeda
en una cámara modular con 5% de O2, 5%
de CO2 y 90% de N2 al aire a 38.5 ºC.

Cultivo in vitro de Embriones

Luego de la activación artificial, los
ovocitos se cultivaron de acuerdo al protoco-
lo descrito por Martínez Díaz et al. (2007),
por 8 días en gotas de 40 ? l de mSOF suple-
mentado con 3 mg/ml de BSA en una cáma-
ra modular de cultivo a 38.5 ºC en atmósfera
húmeda con 5% de O2, 5% de CO2 y 90%
de N2 al aire. Se evaluó, con un microscopio
invertido a 40x, la tasa de segmentación a los
2 días y la tasa de blastocistos obtenidos a los
8 días de desarrollo posactivación química de
los ovocitos.

Análisis Estadístico

Los datos obtenidos de segmentación y
de blastocistos en cada una de las réplicas
evaluadas se expresaron en porcentaje. La
tasa de blastocistos se calculó en base a los
ovocitos segmentados. Los resultados fue-
ron analizados utilizando análisis de varianza
para un diseño completamente al azar, des-
pués de la transformación arcsen de los da-
tos. Se utilizó la prueba de Duncan para con-
trastar la diferencia entre promedios
(p<0.05). Los datos se analizaron utilizando
el paquete estadístico SAS v. 8.02 para
Windows.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los ovocitos vitrificados y los expues-
tos (Tratamientos I y II) tuvieron menores
tasas de supervivencia comparado con los
ovocitos no expuestos (p<0.05, Cuadro 1).
Los ovocitos que fueron afectados por la ex-
posición a las soluciones vitrificantes presen-
taron el citoplasma contraído y muy separa-
do de la zona pelúcida, y el espacio vitelino
muy grande. Algunos presentaban formas irre-
gulares (elípticas u ovoides), diferente a la
forma circular normal del ovocito. Además,
algunos ovocitos vitrificados dañados por la
criopreservación presentaron la zona pelúcida
quebrada.

No hubo diferencias estadísticas con
relación a las tasas de segmentación entre
ovocitos vitrificados y los expuestos a las so-
luciones de vitrificación; sin embargo, los
ovocitos frescos tuvieron una tasa de seg-
mentación superior (p<0.05) a los ovocitos
vitrificados. No se obtuvo blastocistos a par-
tir de ovocitos vitrificados/descongelados y
de ovocitos expuestos (Cuadro 1).

Aproximadamente, el 60% de los ovocitos
vitrificados fueron considerados como viables
luego del descongelamiento. Estas tasas son
inferiores a valores de 77-88% reportados
para bovinos (Dinnyes et al., 2000; Atabay
et al., 2004). Asimismo, Begin et al. (2003)
reportaron 77% de ovocitos viables inmedia-

tamente después del descongelamiento, pero
señalaron que el número de ovocitos dege-
nerados aumentó en las dos horas siguientes
al descongelamiento, llegando a una tasa de
57% de ovocitos viables al culminar el pro-
ceso de cultivo in vitro. En este estudio ocu-
rrió algo similar con los ovocitos de alpaca
luego del descongelamiento, por lo que se
evaluó la supervivencia de ovocitos al térmi-
no de la activación química; es decir, 4 horas
después del descongelamiento de los ovocitos.

El 31.3% de ovocitos resultaron daña-
dos luego de la exposición a las soluciones
vitrificantes (Fig. 1a.). Estos resultados son
contradictorios con aquellos en ovocitos de
bovinos, donde se reporta un 6% de ovocitos
dañados por exposición a las soluciones
vitrificantes (Dinnyes et al., 2000), lo que
demostraría que los ovocitos de alpaca son
más sensibles al efecto tóxico de etilenglicol.
No obstante, se dispone de un reporte en ca-
bras donde la frecuencia de ovocitos daña-
dos fue similar a la del presente estudio (Begin
et al., 2003).

El presente estudio demuestra, además,
que los ovocitos de alpaca posdescongelación
son fisiológicamente viables al responder al
estímulo de la activación química y ser capa-
ces de segmentarse (Fig. 1b). No obstante,
se obtuvo una relativa baja tasas de segmen-
tación (39.9%) con ovocitos vitrificados en
relación al 55% reportado en bovinos (Dinnyes
et al., 2000; Ruiz et al., 2010) y el 57% re-

Cuadro 1. Tasas de supervivencia, de segmentación y de blastocistos de ovocitos de alpaca  
 

Ovocitos N.° 

Sobrevivientes 
posvitrificación 
o posexposición 

n (% ± de) 

Activados 
(réplicas)   

Segmentación 
2 días 

n (% ± de) 

Blastocistos 
8 días 

n (% ± de) 

Vitrificados 107 64 (58.4±12.5)b 64 (7) 23 (39.9±8.8)b 0b 

Expuestos 121 82 (68.7±7.2)b 82 (8) 43 (49.5±11.2)a.b 0b 

No expuestos 232 224 (97.3±2.0)a 224 (7) 142 (62.3±4.4)a 13 (9.2±8.5)a 

a,b Letras diferentes dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.05)  
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portado en cabras (Begin et al., 2003), aun-
que estas diferencias podrían ser explicadas
por diferencias entre especies (Shaw et al.,
2000; Chen et al., 2003; Zhang et al., 2009).

Los ovocitos de alpaca expuestos a las
soluciones vitrificantes presentaron tasas de
segmentación similares a los ovocitos no
vitrificados, lo que indica que pese a que
muchos ovocitos degeneran al exponerse en
las soluciones de vitrificación, los sobrevivien-
tes son capaces de segmentarse con la mis-
ma eficacia que los ovocitos no expuestos a
las soluciones vitrificantes.

No se lograron obtener blastocistos a
partir de ovocitos vitrificados y de ovocitos
expuestos a las soluciones vitrificantes; sin
embargo, Dinnyes et al. (2000) llegaron a
obtener blastocistos bovinos de ovocitos
vitrificados (11%) y de ovocitos expuestos a
las soluciones crioprotectantes (25%), luego
de la activación química. Estudios en otras
especies demuestran una baja tasa de
blastocistos obtenidos a partir de ovocitos
vitrificados/descongelados con el método de
superficie sólida [9% en cerdas, Somfai et
al. (2007), 1% en ovinos, Zhang et al. (2009),
y 0% en caprinos, Begin et al. (2003)], así
como a partir de ovocitos expuestos a las
soluciones vitrificantes [24% en porcinos,

Somfai et al. (2007) y 5% en cabras, Begin
et al. (2003)].

Los resultados confirman la necesidad
de realizar estudios adicionales sobre la apli-
cación del método de superficie sólida para
mejorar las tasas de desarrollo embrionario a
partir de ovocitos vitrificados (Gupta et al.,
2007).

CONCLUSIONES

? Es posible obtener ovocitos morfoló-
gicamente normales y fisiológicamente
viables en la alpaca luego del proceso
de vitrificación/descongelación por el
método de superficie sólida.

? Los ovocitos de alpaca son sensibles a
la exposición en etilenglicol.

? La criopreservación de ovocitos de al-
paca afecta el futuro desarrollo de los
embriones.
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