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Prólogo

L
os Camélidos Sudamericanos (CSA), especialmente la alpaca, representa 

un potencial de desarrollo para la puna, donde viven las comunidades 

humanas más aisladas y pobres del Perú, en las regiones de Puno, 

Huancavelica, Junín, Arequipa, Ayacucho y Cusco, entre otras. El manejo de 

la alpaca, junto al de la vicuña, es una de las pocas posibilidades de mejorar las 

condiciones de pobreza de estas comunidades, junto con la minería, el turismo y 

la acuicultura, ya que, en estas zonas de gran altura, la agricultura y la ganadería 

basada en especies introducidas, son poco viables.

Indudablemente, el valor potencial y las características particulares de la fibra 
y la carne han sido los principales motivos para la investigación, el estudio y 

el desarrollo de tecnologías para la producción, durante más de 50 años. Así, 

los primeros trabajos de inseminación artificial en CSA fueron hechos con 
semen sin diluir, donde un denominador común fue la carencia de información 

sobre parámetros fundamentales, volumen y concentración espermática de las 

dosis de inseminación aplicadas. Los trabajos de transferencia de embriones en 

CSA domésticos (alpaca y llama) a nivel de Perú se iniciaron en el Centro de 

Investigación y Producción Quimsachata del INIA el año 2002, conjuntamente 

con el IVITA de la UNMSM y la UNA La Molina, en el desarrollo de protocolos 

viables sobre los 4,200 msnm utilizando la gonadotropina coriónica equina 

(eCG), la hormona folículo estimulante (FSH) y de forma natural.

El presente libro Biotecnologías Reproductivas en Camélidos Sudamericanos, contiene 

los resultados más recientes logrados por los mejores grupos de investigación del 

Perú, así como de países hermanos como Ecuador, Chile, Argentina, Bolivia y 

país amigo como Italia, liderado por científicos de amplia trayectoria, los cuales 
representan grandes esfuerzos multidisciplinarios de ingenieros zootecnistas, 

médicos veterinarios, biólogos y otros profesionales, que buscan comprender 

cada vez más la compleja y particular biología reproductiva de los Camélidos 

Sudamericanos, en especial de la alpaca, abarcando aspectos claves referidos al 

factor inductor de ovulación presente en el plasma seminal de llamas y alpacas, 

morfogénesis intrauterina temprana del cerebro y caracterización neuroquímica 

del hipotálamo en el feto de alpaca, análisis de semen asistido por computadora, 

relación del plasma seminal con los espermatozoides de semen fresco y 

criopreservado, criopreservación de espermatozoides de llama, transferencia 
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embrionaria, fecundación in vitro, aspiración folicular de ovocitos, vitrificación 
de ovocitos, activación química de ovocitos, células madre espermatogoniales 

de alpaca y procesos de reproducción de Camélidos Sudamericanos. En este 

contexto, cabe resaltar el logro del grupo de investigación que lidera el Dr. 

William Vivanco, eminente e inconmensurable científico ayacuchano, sobre 
el nacimiento de las primeras crías de alpaca por transferencia de embriones 

producidos in vivo vitrificados.

Estamos conscientes de que toda esta intensa y dinámica actividad científica se 
desarrolla paralelamente a la existencia de temas de fondo que todavía no han 

sido resueltos: las alpacas tienen una alta tasa de hibridación por la cual la pureza 

genética de esta especie está muy deteriorada; persiste todavía el problema de 

consanguinidad que probablemente se traduce en una considerable frecuencia 

de defectos de conformación a nivel de aparato reproductor, facial, extremidades, 

columna vertebral y ubre, bajísima proporción del peso corporal respecto al peso 

testicular y diversas anormalidades genitales, que afectan significativamente el 
éxito de su reproducción; y el tema de los registros genealógicos inexistentes, 

que permitirían disponer de machos y hembras de mejor calidad genética para 

investigación y desarrollo.

Abrigo la esperanza de que en un tiempo más, el destilado de estos 

invalorables esfuerzos tenga como principales beneficiarios a los productores 
alpaqueros que viven en los Andes Sudamericanos. Estoy convencido de que 

la biotecnología ayudará de manera significativa con el mejoramiento genético 
de la alpaca, permitiendo que la producción alpaquera sea realmente una 

actividad socioeconómica rentable en condiciones de puna, como es el clamor 

de organizaciones como la Sociedad Peruana de Llamas y Alpacas (SPAR), el 

Consejo de Pueblos Criadores de Camélidos del Norte de Ayacucho (COPUCNA) 

y otras.

Felicito al Dr. Jaime Ruíz, por ser un Ingeniero Zootecnista completo, como 

investigador, como docente universitario, como gestor de la investigación 

científica y como difusor permanente de la producción científica nacional e 
internacional.

Dr. Fidel R. Mujica Lengua
Laboratorio de Biotecnología

Facultad de Ciencias Biológicas
Universidad Nacional de San Cristóbal de Huamanga

Ayacucho-Perú
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Presentación

L
as biotecnologías reproductivas han servido a la mejora genética, rescate y 

conservación de animales domésticos y silvestres. La inseminación artificial, 
una revolucionaria técnica de inicios del siglo pasado, ha sido una potente 

herramienta para el mejoramiento genético en bovinos y ovinos. En camélidos 

sudamericanos se ha investigado en la aplicación de todas las biotecnologías 

reproductivas sin embargo ninguna se ha consolidado. La inseminación 

artificial con semen fresco es una de las biotecnologías reproductivas que más 
se ha desarrollado, sin embargo, para su masiva utilización por los productores 

de alpacas y llamas se requiere el desarrollo de la congelación del semen, lo 

cual no se ha logrado hasta la fecha. Por estos motivos presentamos 4 capítulos 

relacionados con el semen de los camélidos sudamericanos. En el capítulo 3 se 

describen estudios sobre la fisiología de los espermatozoides de alpacas, llamas 
y vicuñas utilizando la tecnología del análisis computarizado del semen. En el 

capítulo 4 se presenta una detallada revisión realizada por investigadores de la 

Universidad de Buenos Aires sobre las proteínas del plasma seminal de camélidos 

sudamericanos y su efecto en espermatozoides frescos y criopreservados. En el 

capítulo 5 se muestran resultados de investigación sobre el congelamiento de 

semen de llama realizados en la Universidad Católica Boliviana San Pablo, en 

donde evaluaron dilutores preparados, métodos de congelamiento y dilutores 

comerciales sobre la motilidad y vitalidad de espermatozoides antes y después 

del congelamiento. En el capítulo 12 se presentan resultados de la evaluación de 

distintos métodos de colección de semen así como protocolos para colección de 

semen por electroeyaculación en el Ecuador. 

En este libro también se presentan resultados de investigación en la producción 

de embriones in vivo e in vitro. En el capítulo 6 se explica con mucho detalle 

los avances en la producción de embriones in vivo, se presentan protocolos y 

resultados de transferencia de embriones en alpacas y llamas superovuladas, 

asimismo se presentan resultados de la colección de embriones en alpacas y 

llamas sin superovulación de un celo simple. En el capítulo 7 se presentan los 

resultados de investigación de la producción de embriones in vitro en nuestro 

país resaltando el significativo aporte del Laboratorio de Biotecnologías 
Reproductivas de la Universidad Nacional de Huancavelica en el desarrollo de 

esta biotecnología reproductiva, lográndose el nacimiento por primera vez de 

una llama macho por fecundación in vitro. En el capítulo 8 se destacan resultados 
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de investigación en recuperación de ovocitos de alpacas y llamas vivas, los cuales 

se pueden utilizar para producir embriones de hembras élite al fecundarlos con 

semen de machos seleccionados por su mejor finura de fibra, densidad y peso 
de vellón y de esta forma contribuir al mejoramiento genético. En la Universidad 

Nacional de Huancavelica se logró por primera vez el desarrollo embrionario 

hasta blastocito luego de fecundar con semen de epidídimo ovocitos recuperados 

de alpacas vivas.

En el capítulo 9 y 10 desarrollamos la vitrificación y la activación química de 
ovocitos, biotecnologías reproductivas trabajadas ampliamente en nuestro 

laboratorio. En el capítulo 9 se presentan resultados de vitrificación de ovocitos 
de alpaca utilizando las técnicas de microgotas y cryotech, los ovocitos luego 

de ser descongelados fueron utilizados para producir embriones y logramos 

con ambas técnicas el desarrollo hasta blastocisto, demostrando que es factible 

la producción de embriones a partir de un ovocito vitrificado. En el capítulo 
12 también se presentan resultados de vitrificación de ovocitos de llama en 
Ecuador. En el capítulo 10 se describen distintos métodos que existen para activar 

ovocitos, se presentan resultados de activación química de ovocitos de alpaca 

y llama para la producción de embriones partenogenéticos, por transferencia 

nuclear e ICSI. Asimismo, se presentan resultados de investigación realizados en 

la Universidad Nacional de Huancavelica, los cuales han permitido identificar 
un protocolo óptimo para la activación de ovocitos de alpaca, el uso del etanol 

como alternativa para la activación de ovocitos de alpaca y el uso de la activación 

química para evaluar la viabilidad de ovocitos de alpaca post vitrificación.

En este libro también se presentan 3 capítulos de temas relacionados con la 

fisiología reproductiva de los camélidos sudamericanos. En el capítulo 1 se 
desarrolla el factor inductor de la ovulación presente en el plasma seminal de 

llamas y alpacas, sabemos que la ovulación es manipulada en los protocolos 

de inseminación artificial y transferencia de embriones, por lo que luego de su 
lectura entenderemos mejor los procesos relacionados con la ovulación. En el 

capítulo 2 proporcionamos la caracterización morfológica y anatómica progresiva 

del cerebro de alpaca durante el primer trimestre de la preñez. Asimismo, se 

caracterizan células neuronales que contienen proteínas estratégicas durante 

la embriogénesis que actúan como moduladores del proceso de diferenciación 

cerebral, especialmente en el área hipotalámica. Estudios muy importantes para 

el conocimiento del desarrollo temprano de la alpaca y porque el hipotálamo 

representa la principal región estratégica del cerebro para el control del 

comportamiento reproductivo. En el capítulo 11 se evalúan estrategias de 

identificación de las células madre espermatogoniales mediante marcadores 
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moleculares y de moléculas de reconocimiento localizados en la superficie de 
las membranas de estas células. Las células madre espermatogoniales pueden 

conservar y transmitir información genética a la siguiente generación por lo que 

identificarlas y conservarlas sería una valiosa herramienta para la conservación 
biotecnológica de la fertilidad de una especie de importancia comercial, como es 

el caso de la alpaca.

En este libro logramos la participación de investigadores de todos los países 

andinos en donde se crían camélidos sudamericanos y de manera especial la 

participación de colegas de la Universidad de Padova Italia. Por otro lado, 

quiero agradecer a todos los autores que han contribuido en la presente edición, 

por el esfuerzo realizado en cada uno de los capítulos que han escrito y por 

la aceptación para presentarlos en el presente libro. Asimismo, espero que esta 

publicación sea de suma utilidad a productores, estudiantes y profesionales 

interesados en camélidos sudamericanos. Finalmente, deseo expresar mi 

profundo agradecimiento al Ing. Carlos Fernando Herrera Descalzi past Decano 

Nacional del Colegio de Ingenieros del Perú por permitir el financiamiento de la 
presente edición como parte de la colección Bicentenario del Perú.

Jaime Antonio Ruiz Béjar

Autor
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EL FACTOR INDUCTOR DE OVULACIÓN PRESENTE EN EL PLASMA SEMINAL DE LLAMAS Y ALPACAS: 

HISTORIA Y CARACTERIZACIÓN

CAPÍTULO I

EL FACTOR INDUCTOR DE OVULACIÓN PRESENTE EN EL 
PLASMA  SEMINAL DE LLAMAS Y ALPACAS: HISTORIA Y 

CARACTERIZACIÓN

Mauricio Silva, Jaime Ruiz y Marcelo H. Ratto

RESUMEN

L
as alpacas y llamas son especies de ovulación inducida. Los resultados 

de investigaciones iniciales determinaron que la ovulación sólo 

ocurre si la hembra recibe la cópula. Sin embargo, en los últimos años 

se ha descubierto un factor proteico presente en el semen de los camélidos 

domésticos el cual induce la ovulación y otros estudios demostraron que en 

llamas y alpacas la administración, tanto intrauterina como parenteral, de este 

factor inductor de ovulación desencadena un incremento de la concentración 

sistémica de LH. Sin embargo, se conoce parcialmente como esta molécula 

ejerce su acción a nivel del eje hipotálamo-hipófisis gonadal. Inicialmente 
esta molécula fue conocida como factor inductor de la ovulación y a partir 

del año 2012 se le conoce como OIF/NGF o directamente como factor de 
crecimiento nervioso tipo β (β-NGF). Se ha demostrado que la monta con 
intromisión de pene y eyaculación efectiva induce un rápido incremento en la 

concentración sanguínea de LH, evidenciándose a partir de los 15-30 minutos 

y alcanzando su máxima expresión 2-3 horas post monta. Similarmente 

ocurre con la administración de plasma seminal o β-NGF purificado, 
aumentando la concentración sanguínea de LH la cual está altamente 

correlacionada con un alza de la concentración de β-NGF a nivel sanguíneo. 
Este incremento de LH produce ovulación en promedio a las 29.3 ± 0.7 horas 

de la aplicación de plasma seminal. Asimismo, se ha demostrado en llamas 

que ovularon producto de la aplicación intramuscular de plasma seminal un 

incremento en la secreción de progesterona por parte del cuerpo lúteo el cual 

fue de mayor diámetro y regresionó más tardíamente en comparación con 

hembras tratadas con GnRH, incluso el cuerpo lúteo secretó más del doble 
de progesterona que en aquellas tratadas con GnRH. Se ha demostrado 
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también que el tratamiento con β-NGF induce un cambio en el proceso de 
esteroidogénesis del folículo preovulatorio de las llamas, observándose 

un incremento en la regulación de los principales genes relacionados con 

la producción de progesterona, resultando en un aumento en la relación 

progesterona/estradiol en el líquido folicular. Asimismo, el tratamiento con 
β-NGF produce en las llamas un incremento de vascularización del folículo 
preovulatorio y de los estadios iniciales de desarrollo del cuerpo lúteo. Hace 

más de 40 años se evidenció la presencia de un factor inductor de la ovulación 

en semen de camello bactriano y poco más de 15 años se reportó la presencia 

de este factor en semen de alpacas y llamas, en la última década este factor ha 

sido identificado como la neurotrofina Factor de Crecimiento Nervioso tipo 
Beta (β-NGF) en llamas, alpacas y camellos bactrianos, además este factor ya 
ha sido caracterizado bioquímica y funcionalmente. La fuente principal de 

OIF/β-NGF en llamas es la glándula prostática, la concentración de β-NGF 
es mayor en el semen de llamas que en especies de ovulación espontánea y 

representa el 50% de la proteína total en el plasma seminal de llama, siendo 

10 veces más concentrado que en el semen bovino.
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INTRODUCCIÓN

L
a ovulación es un proceso fisiológico complejo cuya ocurrencia es 
determinante para el éxito reproductivo de las distintas especies 

animales. Aunque aún es un tema de arduo debate, las diversas 

especies evolutivamente han adaptado una estrategia ovulatoria, la cual se 

ajusta a sus características e interacciones sociales, su medio ambiente y sus 

propias particularidades reproductivas (Bakker y Baum 2000).

La ovulación en los mamíferos involucra la secreción pulsátil de GnRH 
desde el núcleo medio basal del hipotálamo a los capilares del sistema portal 

hipofisiario, con la consecuente descarga de LH desde los gonadotropos a 
la circulación general. El incremento de la concentración de LH induce una 

secuencia de cambios dentro del folículo preovulatorio, que culminan con la 

ruptura de su pared y la liberación del ovocito conjuntamente con el fluido 
folicular.

Históricamente las hembras de las distintas especies animales han sido 

clasificadas, en base al mecanismo de ovulación en 2 grandes categorías: 
ovuladoras espontáneas e inducidas. En el caso de ovuladoras espontáneas, 

como las hembras bovinas, ovinas, equinas y porcinas, la liberación de 

GnRH desde el hipotálamo es inducida cuando, en presencia de bajas 
concentraciones de progesterona, los niveles sanguíneos de estradiol 

provenientes del o los folículos dominantes sobrepasan cierto umbral. Por 

otra parte, en hembras ovuladoras inducidas como la coneja, gata, llama y 

alpaca la secreción de GnRH desde el hipotálamo se desencadena por señales 
neurales provenientes de la estimulación mecánica que recibe la hembra 

durante la intromisión peneana en la cópula. Esto finalmente determina la 
liberación de LH desde la hipófisis y consecuentemente la ovulación.

Aunque el fenómeno de la ovulación inducida ha sido demostrado en 

llamas, alpacas, camellos bactrianos y dromedarios, los factores relacionados 

con este mecanismo de ovulación no han sido aún completamente 

dilucidados. Diferentes estímulos (olfatorios, táctiles, visuales y auditivos) 
se han asociado con la inducción de la ovulación en hembras de especies 

ovuladoras inducidas en general y en los camélidos en particular, siendo sin 

embargo, el estímulo físico de la cópula el factor principal en la inducción de 
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la descarga preovulatoria de LH (Bakker y Baum 2000). Sin embargo, más 
allá del estímulo físico, señalado como el desencadenante de la ovulación, 

las vías neurales a través de las cuales estos estímulos sensoriales asociados 

a la cópula alcanzan y activan las neuronas liberadoras de GnRH del cerebro 
anterior en ovuladores inducidos son poco conocidas. A pesar de lo anterior, 

por muchos años se ha establecido como un dogma que en estas especies la 

ovulación sólo ocurre si la hembra recibe el estímulo mecánico de la cópula 

de un macho. Sin embargo, este concepto ha sido cuestionado recientemente 

debido al descubrimiento de un factor proteico presente en el semen de 

llamas y alpacas, el cual es un potente inductor químico de la ovulación 

(Adams et al., 2005).

Aunque ya los estudios pioneros (Adams et al., 2005; Ratto et al., 2005) 
demostraron que en llamas y alpacas la administración, tanto intrauterina 

como parenteral, de este factor inductor de ovulación desencadena un 

incremento de la concentración sistémica de LH, se conoce sólo en forma 

parcial como esta molécula ejerce su acción a nivel del eje hipotálamo-

hipófisis gonadal.

Breve historia del factor inductor de ovulación seminal

La historia del descubrimiento del factor inductor de ovulación en el semen 

de los camélidos sigue un camino paralelo al de diversos estudios destinados 

a determinar posibles efectos o condicionamientos del semen o del plasma 

seminal en el tracto reproductivo de la hembra, o más aún en su fisiología 
reproductiva (Robertson y Sharkey 2001; Robertson 2007). Producto de 
estos estudios, hoy se tiene pleno conocimiento de que el plasma seminal, 

producido por las glándulas accesorias del tracto reproductivo del macho, 

no sólo cumple funciones de medio de transporte, nutrición y mantención 

para los espermatozoides, sino que puede además regular importantes 

funciones reproductivas en la hembra como la sobrevivencia embrionaria, 

el establecimiento de la gestación y la ocurrencia de la ovulación, a través 

de la presencia de diversas proteínas, factores de crecimiento, hormonas 

y citokinas (Robertson 2007). En este sentido, aparte de la inducción de 
ovulación, se han observado recientemente efectos del factor inductor de 

ovulación a nivel de la vascularización uterina en llamas (Silva et al., 2017a).
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Uno de los primeros estudios que describió el rol del líquido seminal en el 

control del mecanismo de ovulación fue desarrollado por Chen et al. (1985), 
reportando que luego de la administración intravaginal de semen de camello 

Bactriano en hembras de la misma especie, se producía un alto porcentaje de 

ovulaciones sin que haya existido contacto físico con el macho. Una serie de 

estudios (ver revisión Adams et al., 2016; Ratto et al., 2019) desarrollados 
durante los siguientes 15 años, demostraron la existencia de un potente 

factor inductor de ovulación en el plasma seminal del camello Bactriano, 

el cual inducía su efecto en las hembras incluso cuando era administrado 

intramuscularmente. Sin embargo, estos estudios solo lograron purificar y 
caracterizar parcialmente la molécula, no pudiendo identificarla.

Para el caso de los camélidos sudamericanos, estudios pioneros realizados 

en Perú por el Dr. Julio Sumar sugirieron que el depósito intra vaginal de 

semen también se correlacionaba con la ocurrencia de la ovulación en alpacas 

(Adams GP, comunicación personal); demostrándose posteriormente que 
el plasma seminal de alpacas estimulaba la secreción de LH en cultivos 

in vitro de células pituitarias de rata (Paolicchi et al., 1999). A partir de 
estos estudios, diversos grupos de investigación comenzaron a sugerir la 

presencia del factor inductor de ovulación también en el semen de alpacas 

y llamas, confirmándose luego en un modelo in vivo la asociación entre la 
administración sistémica de plasma seminal homólogo, en llamas y alpacas, 

con la secreción de LH y una consecuente alta tasa ovulatoria (Adams et al., 
2005).

El factor inductor de ovulación presente en el plasma seminal de llamas y 

alpacas ha sido identificado como el Factor de Crecimiento Nervioso Beta 
(β-NGF; Ratto et al., 2012; Kershaw-Young et al., 2012a y b). Esta molécula 
induce eficientemente la ovulación, a través de la estimulación de la secreción 
de LH hipofisaria, cuando se administra intramuscularmente a hembras en 
dosis fisiológicamente relevantes, ósea en concentraciones similares a las 
encontradas en un eyaculado (Silva et al., 2011a; Tanco et al., 2011; Ulloa-
Leal et al., 2014). El efecto ovulatorio del OIF ha demostrado ser dosis 
dependiente tanto en llamas (Tanco et al., 2011) como en alpacas (Stuart et 
al., 2015).

Adicionalmente, en llamas (Adams et al., 2005; Silva et al., 2011a y b; 
Fernández et al., 2014; Ulloa-Leal et al., 2014) pero no así en alpacas 
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(Kershaw-Young et al., 2012a), se ha descrito que β-NGF presenta un efecto 
luteotrófico, estimulando una mayor secreción de progesterona por parte 
del CL inducido luego de su administración.

Dado lo anterior, al revisar la literatura el lector podrá notar que en todos 

los estudios previos al año 2012 se hace referencia a esta molécula como el 

factor inductor de ovulación (OIF para su sigla en inglés), para denominarse 
en trabajos posteriores como OIF/NGF o directamente como Factor de 
Crecimiento Nervioso Tipo β (β- NGF). Para facilitar la comprensión de la 
presente revisión se utilizará esta última denominación para referirnos al 

factor inductor de ovulación.

Efectos endocrinos y ováricos de β-NGF

Efecto ovulatorio:

Estudios pioneros sobre la fisiología reproductiva de llamas y alpacas 
demuestran que la monta con intromisión peneana y eyaculación efectiva 

induce un rápido incremento en la concentración sanguínea de LH, el cual 

comienza a desarrollarse a partir de los 15-30 minutos y alcanza su máxima 

expresión alrededor de las 2-3 horas post monta (Bravo et al., 1990a y b; 
Fernández-Baca et al., 1970; Ratto et al 2006).

Cuando se analiza en forma conjunta la tasa ovulatoria obtenida en una 
serie de experimentos (ver revisión Adams et al., 2016) basados en la 
administración intramuscular de plasma seminal homólogo (0.5 a 1.0 ml) 
en llamas y alpacas, se observa que aproximadamente un 95% (33/35) de las 
hembras ovuló, en comparación a 0% (0/35) en el grupo control (suero salino), 
lo que demuestra el potente rol ovulatorio del factor proteico presente en el 

plasma seminal. Cuando se evaluó a través de ultrasonografías repetidas 
(cada 4 horas) el momento de la ovulación con respecto al momento de la 
administración del plasma seminal se observó que la ovulación ocurre en 

promedio a las 29.3 ± 0.7 horas (Adams et al., 2005), lo cual es similar a lo 
reportado luego de la cópula (30.0± 0.5 horas) o del tratamiento con GnRH 
(29.3 ± 0.6 horas) en llamas (Ratto et al., 2006).

Aunque no ha sido del todo dilucidado, existen claras evidencias de que el 

mecanismo de acción de β-NGF es a través de una acción central (Ratto et al., 
2005), estimulando directa o indirectamente las neuronas secretoras de GnRH 
a nivel hipotalámico (Silva et al., 2011a) más que una acción local a nivel 
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folicular. Lo anterior fue demostrado al bloquear los receptores GnRH a nivel 
hipofisario mediante la administración de un antagonista por competición 
de esta molécula (Cetrorelix, Serono, Chile), observando que esto anula por 
completo el efecto ovulatorio de la administración exógena tanto de GnRH 
como de OIF purificado en llamas (Silva et al., 2011a). En forma adicional, 
también hay antecedentes generados in vitro que demuestran que el factor 

inductor de ovulación puede estimular la secreción de LH desde cultivos 

primarios de gonadotropos de llamas (Bogle et al., 2012).

Dentro de las 2-3 horas posteriores a la administración de plasma seminal 

(Adams et al., 2005) o β-NGF purificado (Silva et al., 2011a; Berland et al., 
2016) se produce un incremento significativo en la concentración sanguínea 
de LH. Este aumento comienza a evidenciarse ya a partir de los 30 minutos 

post-tratamiento (Adams et al., 2005; Silva et al., 2011a) en forma similar a lo 
descrito para los efectos de la monta natural en llamas. Curiosamente, una 
de las características que ha llamado la atención desde el desarrollo de los 

primeros experimentos ejecutados para evaluar el potencial ovulatorio del 

plasma seminal en llamas y alpacas (Adams et al., 2005; Ratto et al., 2005; 
Silva et al., 2011a y b) es que la curva de incremento de LH post tratamiento 
tiende a ser mayor y de una persistencia más prolongada que la inducida 

con GnRH.

Interesantemente el incremento de LH sanguíneo está altamente 
correlacionado con un alza de la concentración de β-NGF a nivel sanguíneo, 
el cual se produce alrededor de 1 hora posterior al tratamiento intrauterino 

con este factor (Berland et al., 2016). La modulación parcial de la acción de 
β-NGF por parte de la concentración de estradiol circulante (Silva et al., 
2012a) refuerza la hipótesis de que la acción de este factor involucra a las 
neuronas GnRH hipotalámicas. Por otra parte, la similar respuesta ovulatoria 
dosis-dependiente observada en llamas luego de la administración tanto de 

β-NGF (Tanco et al., 2011) como de GnRH (Silva et al., 2012b), refuerza aún 
más este concepto.

Adicionalmente, diversos estudios han demostrado que la ruta de 

administración (intramuscular, intrauterina y endovenosa) afecta la 
respuesta ovulatoria tanto en llamas como alpacas (Adams et al., 2005; 
Ratto et al., 2005; Silva et al., 2015). Estudios recientes han sugerido que 
un incremento sustantivo en la dosis de β-NGF (10-20 mg) es requerido al 
utilizar la vía intrauterina para obtener respuestas ovulatorias comparables 
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a las obtenidas con 1.0-0.5 mg de β-NGF por la vía intramuscular (Silva et al., 
2015), instalándose el concepto de “dosis sistémica de β-NGF”, que refleja la 
cantidad efectivamente absorbida desde la mucosa genital hacia circulación 

general (Adams et al., 2016) luego del depósito intrauterino o la cópula.

Efecto Luteotrófico:
Junto con el potente efecto inductor de la ovulación en llamas y alpacas, 

se ha demostrado que β-NGF estimula un incremento en la secreción de 
progesterona por parte del CL en llamas, en comparación a hembras tratadas 
con GnRH (Adams et al., 2005; Silva et al., 2011a y b; Ulloa-Leal et al., 2014). 
Estudios iniciales en llamas demostraron que aquellas hembras que ovularon 

luego de ser tratadas intramuscularmente con una dosis de plasma seminal 

(1 ml) desarrollaron un CL que tendió a ser de mayor diámetro y a regresar en 
forma más tardía comparativamente con hembras a las cuales se les indujo la 

ovulación con GnRH (Adams et al., 2005); sin embargo, lo sorprendente fue 
que en las hembras tratadas con plasma seminal, el CL secretó más del doble 
de la progesterona que en aquellas tratadas con GnRH. Aunque en menor 
escala, esta tendencia ha sido corroborada por otros trabajos desarrollados 

en llamas (Silva et al., 2011a y b; Ulloa-Leal et al., 2014). En contraposición, 
el efecto luteogénico del β-NGF no ha sido observado en alpacas (Kershaw-
Young et al., 2012a).

En base a los resultados de evaluaciones endocrinas realizadas en diversos 

estudios (Adams et al., 2005; Fernández et al., 2014; Ratto et al., 2011; Silva 
et al., 2011a; 2014; Tanco et al., 2011; Ulloa-Leal et al., 2014) en los cuales 
se ha evaluado el efecto de la administración de plasma seminal de llamas 

o β-NGF aislado y purificado desde el plasma seminal de machos de esta 
especie, se ha planteado la hipótesis de que el efecto luteotrófico de β-NGF 
estaría relacionado con el patrón de secreción de LH que induce esta proteína 

seminal, dado que comparativamente con la curva de incremento de LH 

inducida por GnRH, es de mayor magnitud y persistencia, lo cual sugiere a 
la vez una mayor prolongación del estímulo luteotrófico.

Recientemente, se ha demostrado que tanto la cópula como el tratamiento 
sistémico con β-NGF induce un cambio en el proceso de esteroidogénesis del 
folículo preovulatorio de las llamas, pasando rápidamente de la producción 

de estradiol a la de progesterona (Valderrama et al., 2019). En estas hembras se 
observó un incremento en la regulación de los principales genes relacionados 

con la producción de progesterona, resultando en un aumento en la relación 
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progesterona/estradiol en el líquido folicular (Valderrama et al., 2019). El 
cambio observado en la expresión de genes que controlan los patrones de 

producción de la esteroidogénesis fue mucho mayor en estas hembras en 

comparación a aquellas tratadas con GnRH (Valderrama et al., 2019). Por 
otra parte, en el tejido luteal de hembras inducidas a ovular mediante la 

administración parenteral de β-NGF también se ha observado un incremento 
en la expresión de los RNAm de las enzimas p450scc y StAR los días 4 y 8 
del desarrollo del CL, lo que determinó un incremento en la concentración 
plasmática de progesterona en estas hembras (Silva et al., 2017b).

Adicionalmente, estudios basados en el uso de ecografía Power-Doppler, 
sugieren que el efecto luteotrófico de β-NGF, está directamente asociado a 
un incremento de vascularización del folículo preovulatorio y de los estadíos 

iniciales de desarrollo del CL en llamas (Ulloa-Leal et al., 2014; Fernández et 
al., 2014). En estos estudios, llamas tratadas con β-NGF en comparación con 
hembras del grupo control (GnRH), presentaron un mayor flujo sanguíneo en 
la pared del folículo preovulatorio tan rápido como 4 horas post tratamiento, 

además, en ellas se observó una mayor área de vascularización en el CL y 
una mayor concentración de progesterona plasmática 6 días después de la 
administración de los tratamientos (Ulloa-Leal et al., 2014).

Se sugieren que el efecto angiogénico de β-NGF puede estar mediado por 
el incremento del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF por su 
sigla en inglés), el cual estimula la proliferación endotelial en capilares 
preexistentes. El efecto angiogénico de β-NGF es altamente relevante, dado 
que el CL recibe más sangre por unidad de volumen de tejido que cualquier 
otro órgano del cuerpo. Aunque β-NGF promueve la angiogénesis durante 
las fases tempranas del desarrollo del CL en llamas, no aumenta el diámetro 
o peso del cuerpo lúteo, ni tampoco afecta la proporción de células luteales 

grandes y pequeñas (Ulloa-Leal et al., 2014).

Interesantemente, al administrar β-NGF en un rango de dosis fisiológicamente 
relevante (de 500 a 125μg de β-NGF, correspondiente al 1/25 y 1/200 de 
la cantidad total presente en un eyaculado) el efecto luteotrófico de esta 
molécula es altamente dosis-dependiente (Tanco et al., 2011). Por otra parte, 
el efecto luteotrófico de β-NGF es también influenciado por el momento de 
administración de su tratamiento. Así, dos dosis administradas antes de y al 

momento de la ovulación indujeron el desarrollo de un CL más grande y con 
mayor área de vascularización, lo que produjo una mayor concentración de 
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progesterona plasmática en esas hembras, comparativamente con hembras 

tratadas solo con una dosis antes del momento de la ovulación (Fernández 
et al., 2014). Adicionalmente, ha sido demostrado que el efecto luteotrófico 
de β-NGF es independiente del diámetro del folículo preovulatorio (Silva 
et al., 2014), pero dependiente de la dosis de β-NGF y de la frecuencia de 
administración (antes, durante o después) con respecto al momento de la 
ovulación (Fernández et al., 2014).

Aislamiento, purificación e identificación del OIF: De Factor Inductor de 
la Ovulación a Factor de crecimiento Nervioso tipo Beta (β-NGF)

La identificación de β-NGF en el semen de la mayoría de las especies de 
camélidos se logró luego de una prolongada etapa de experimentación, en 

la cual muchos intentos de purificación y aislación se desarrollaron tratando 
de identificar a esta molécula.

Varios estudios chinos documentaron la primera evidencia de la presencia 
de un factor inductor de la ovulación (OIF) en el semen del camello bactriano 
hace 40 años. Basado en los resultados de estos estudios, se concluyó que: 
a) una molécula proteica presente en el plasma seminal era responsable de 
provocar la ovulación en lugar de la estimulación mecánica o física del pene 

durante la cópula (Chen et al., 1983; 1985); b) la ovulación inducida por la 
administración sistémica o intrauterina del factor era precedida por una alza 

preovulatoria de LH (Xu et al., 1985) y c) el factor era una proteína nueva 
químicamente diferente a GnRH, LH, hCG, eCG y PGF2α (Pan et al., 2001). 
Sin embargo, todos estos estudios no lograron aislar, purificar e identificar 
este factor del plasma seminal del camello bactriano, quedando su identidad 

aún como una gran interrogante.

Así, un estudio realizado años después en Camélidos Sudamericanos 
(Adams et al., 2005) específicamente en alpacas y llamas, también documentó 
la presencia de OIF en el semen de estas especies, demostrando que la 
administración sistémica de plasma seminal homólogo indujo la ovulación 

en 28 de 30 hembras tratadas. De hecho, al igual que en los estudios de 
camellos bactrianos, la ovulación era precedida por un alza preovulatoria 

de LH (Adams et al., 2005). Desde entonces, las llamas y las alpacas han 
surgido como un poderoso modelo animal para estudiar la presencia de 
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OIF utilizando plasma seminal homólogo o heterólogo (Adams et al., 2005; 
Ratto et al., 2005; 2006; Bogle et al., 2011), fracciones seminales (Ratto et al., 
2010; 2011) o OIF purificado (Tanco et al., 2011; Silva et al., 2011a; Ulloa- 
Leal et al., 2014) después de la administración intramuscular, intravenosa 
o intrauterina. Dentro de la última década, este factor ha sido identificado 
como la neurotrofina Factor de Crecimiento Nervioso tipo Beta (β-NGF) en 
llamas, alpacas y camellos bactrianos (Ratto et al., 2012; Kershaw-Young 
et al., 2012a; Druart et al., 2013; Kumar et al., 2013). Además, durante los 
últimos 10 años este factor se ha caracterizado bioquímica y funcionalmente 

(ver revisión Adams et al., 2016).

Con base en estos estudios se ha podido establecer que esta molécula posee 
una potente acción ovulatoria en alpacas y llamas y además tiene un efecto 

luteotrófico relevante en llamas (Adams et al., 2005; Silva et al., 2011a; Tanco 
et al., 2011), aunque no se ha observado un efecto luteotrófico similar en 
alpacas (Kershaw- Young et al., 2012a y b).

Fuente de producción y abundancia de OIF/ β-NGF en el semen de las 
llamas

La fuente principal de OIF / β-NGF en llamas es la glándula prostática 
(Bogle et al., 2018), la única glándula sexual accesoria junto a la glándula 
bulbouretral en llamas macho. Es bien sabido que la concentración de β-NGF 
en el plasma seminal de las llamas es mucho mayor que la de las especies 

de ovulación espontánea [(semental y verraco (Bogle et al., 2011); toro (Ratto 
et al., 2006)]. Además, se encontró que la concentración de β-NGF es alta 
en el plasma seminal de otro ovulador inducido, como el conejo (Silva et 
al. 2011b; Maranesi et al., 2015; 2018). Otros estudios demostraron que el 
β-NGF representa aproximadamente el 50% de la proteína total en el plasma 
seminal de llama (12.4 mg/ml; Ratto et al., 2011; Tanco et al., 2011), siendo 10 
veces más concentrado que en el semen bovino (Bogle et al., 2018). Además, 
el β-NGF se ha descrito como una de las proteínas seminales más abundantes 
en las alpacas (Kershaw-Young et al., 2012; Druart et al., 2013), y representa 
el 15-30% del contenido proteico total del líquido seminal en esta especie 

(Kershaw-Young et al., 2012a y b).
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Figura 1. A la izquierda vagina artificial armada para la colecta de semen y a la derecha 
colecta de semen de una llama macho utilizando un maniquí.

Figura 2. En ambas imágenes se observa en el tubo colector el semen 
obtenido de una llama macho.
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Figura 3. Primer paso de purificación de semen de llama utilizando una 
columna de hidroxil apaptite por gravedad.

Figura 4. Segundo Paso de purificación utilizando filtración en gel con una columna 
de Sephacryl 100/200 conectada a un equipo computarizado de FPLC 

(Fast Protein liquid Chromatography).
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CONCLUSIONES

Basados en las evidencias obtenidas hasta la fecha podríamos señalar que la 

neurotrofina OIF/ β-NGF es una proteína abundante en el plasma seminal 
de llamas y alpacas responsable de inducir la ovulación en estas especies. 

Si bien las llamas y alpacas son animales de ovulación inducida, es decir, 

requieren de la cópula para inducir la ovulación, se ha descubierto que es la 

neurotrofina la principal molécula en inducir este proceso y no el contacto 
físico del pene con el tracto reproductivo de la hembra lo que se había 

pensado por muchos años.

Por otra parte, cabe destacar el poderoso efecto luteotrófico puesto que 
hembras tratadas con este factor desarrollan cuerpos lúteos más grandes 

y con mayor funcionalidad al compararlos con aquellos inducidos con 

agonistas de GnRH.

Sabemos también que los efectos de NGF sobre la secreción o la inducción 
del alza de LH es ocasionada a nivel central ya sea directamente o a través de 

una red interneuronal con efecto directo en las neuronas de GnRH.

Si bien esta molécula ha sido también encontrada en el plasma seminal de 

ovuladores espontáneos tales como bovino, porcino y equino, su efecto en 

el tracto reproductivo de las hembras todavía no está totalmente dilucidado 

en estas especies.

Finalmente, más estudios son necesarios para clarificar el mecanismo 
completo por el cual este factor afecta al sistema nervioso central para 

desencadenar el proceso de secreción de GnRH/LH y posterior ovulación 
en camélidos y también como este factor regularía la función ovárica y 

endometrial en llamas y alpacas.
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CAPÍTULO II

MORFOGÉNESIS INTRAUTERINA TEMPRANA DEL CEREBRO 
Y CARACTERIZACIÓN NEUROQUÍMICA DEL HIPOTÁLAMO 

EN EL FETO DE ALPACA

Calogero Stelletta, Jaime Ruiz y Antonella Peruffo

RESUMEN

E
n este capítulo, proporcionamos la caracterización morfológica y 

anatómica progresiva del cerebro de alpaca (Vicugna pacos) durante el 

desarrollo temprano. Describimos los aspectos morfológicos de la cabeza 

y la identificación de las principales estructuras del sistema nervioso central 
durante el primer trimestre de la preñez. 

Se caracterizan las estructuras externas del cuerpo teniendo en cuenta la forma 

de la cabeza, el desarrollo del primordio óptico, la curvatura dorsal del cuerpo, 

las yemas de las extremidades, el cordón umbilical y los vasos relativos, y el 

grosor y la transparencia de la piel (Montelli et al., 2019a).

La topografía y la cito arquitectura de las vesículas pros encefálicas, mesencefálicas 

y romboencefálicas se describen analizando las secciones sagitales de la cabeza 

durante el primer trimestre de la gestación. La anatomía del sistema nervioso 

central (SNC) en crecimiento de este camélido sudamericano presenta muchas 

similitudes topográficas y estructurales con otras especies de gestación larga 
(bovina, ovina y humana).

En la segunda parte de este capítulo, se dedica un enfoque especial al área 

hipotalámica, porque representa la principal región estratégica del cerebro para 

el control del comportamiento reproductivo. Durante la gestación, el rango de 

eventos asociados con el desarrollo hipotalámico es el resultado de una cascada 

de respuestas complejas como la expresión de factores reguladores asociados 

con la diferenciación neuronal, lo que lleva a definir las regiones hipotalámicas 
y la formación de los núcleos específicos.

Proporcionamos una caracterización precisa de las células neuronales que 

contienen las proteínas parvalbúmina (PV), calbindina (CB), calretinina (CR), 
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la hormona somatostatina (SOM), la enzima aromatasa P450 (P450Arom), 

el receptor de estrógeno α (ER-α) y el receptor de estrógeno β (ER-β) en el 
hipotálamo fetal de la alpaca y de la recién nacida (Montelli et al., 2019b). Estos 

marcadores representan moléculas estratégicas durante la embriogénesis que 

actúan como moduladores del proceso de diferenciación cerebral, especialmente 

en el área hipotalámica.

Se ha estimado que en esta especie hasta el 50% de la pérdida embrionaria 

ocurre durante el primer mes de embarazo (Fernández-Baca et al., 1970). Por lo 
tanto, se requiere investigación para determinar los factores que tienen mayores 

probabilidades de contribuir a esta pérdida.

En este concurso, estudiar la morfogénesis intrauterina temprana en la alpaca es 

estratégico para comprender el crecimiento normal y, en consecuencia, también 

para reconocer factores de riesgo asociados al mal desarrollo.

Por otro lado, la información morfológica y neuroquímica informada en el 

presente capítulo contribuye al conocimiento del desarrollo temprano de la 

alpaca, y puede tener un valor de referencia tanto para los veterinarios como 

para los científicos biomédicos que investigan el desarrollo embrionario de la 
alpaca y también las anomalías congénitas.
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INTRODUCCIÓN

E
l estudio de la morfogénesis en Vicugna pacos se hizo más importante en 

esta especie doméstica, particularmente durante la gestación temprana 

por dos cuestiones importantes: primero, durante el desarrollo temprano, 

la pérdida embrionaria en la alpaca puede alcanzar hasta el 50% de las preñeces 

de alpaca (Bravo et al., 2010), segundo, después de la introducción (Trasorras et 

al., 2013) y del desarrollo (Landeo et al., 2016; Ruiz et al., 2017) de la producción 
de embriones in vitro, este conocimiento podría aumentar los avances de 

estas tecnologías reproductivas. Sin embargo, no se sabe mucho sobre la 

neuroanatomía de esta especie durante la fase de elongación del embrión y el 

posterior desarrollo fetal.

El período embrionario es el tiempo que transcurre desde la fecundación hasta 

las primeras etapas del desarrollo de los órganos (aproximadamente 30 días 

en perros, gatos, ovejas, cerdos, casi 60 días en caballos, vacas, humanos). El 

embrión de alpaca comienza a elongarse en el día 9-10 y el trofoblasto establece un 
contacto cercano con el endometrio en el día 12 de la gestación. La implantación 

comienza en el día 14 y termina aproximadamente el día 22 (Brown, 2000). 

El período fetal es el tiempo que transcurre entre el período embrionario y el 

parto (el final de la gestación), durante el cual los órganos crecen y comienzan a 
funcionar (Pretzer, 2008; Assis Neto et al., 2010; Fletcher y Weber, 2013).

La alpaca es una especie con una gestación considerablemente larga (340 días) 

y posee un cerebro griencefálico (presenta sulci y gyri). Estas características 

morfológicas y gestacionales están más cerca de otros Cetartiodactyla, como 

el cerdo (Sus scrofa), bovino (Bos taurus), oveja (Ovis aries), jirafa (Giraffa 
camelopardalis), (Ballarin et al., 2016; Graïc et al., 2017) Además, en función 
de las características morfológicas de los embriones, es posible enmarcar los 

diferentes períodos de desarrollo en una clasificación correspondiente, en la 
medida de lo posible, a las etapas de Carnegie internacionalmente reconocidas 

(Hill, 2012).

Obtener nuevas ideas sobre el desarrollo del cerebro durante estos períodos 

importantes es crucial para mapear el crecimiento normal y, en consecuencia, 

para investigar los mecanismos de los factores de riesgo asociados al mal 

desarrollo, incluido el parto prematuro y la abiotrofia cerebelosa (Mouser et al., 
2009).
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Debe considerarse que el hipotálamo es la región cerebral más estratégica 

involucrada en el control del comportamiento reproductivo (Pfaff et al. 2000) en 
mamíferos. El estrógeno y sus receptores de estrógeno (RE) tienen un profundo 

efecto sobre el sistema nervioso e influyen notablemente en la diferenciación 
sexual del hipotálamo (Gorosito et al. 2008; Schaub et al. 2008; Yamada et al. 
2009; Peruffo et al. 2008a) En esta región, un paso importante que ocurre durante 
el tiempo de gestación es la síntesis local de 17-β estradiol (E2), catalizada por la 
enzima P450Arom (P450Arom) que desencadena la conversión de testosterona 

en E2.

El hipotálamo es la principal región del cerebro que expresa P450Arom durante 

la diferenciación y la distribución topográfica de la enzima, se ha descrito en 

varias especies de gestación largas, incluidos los ovinos (Roselli y Stormshak, 

2012), bovinos (Peruffo et al., 2008a), monos (Roselli y Resko 1986), y en humanos 
(Montelli et al., 2012). Durante la embriogénesis, los receptores de estrógenos 

(ER), actúan a nivel celular induciendo la expresión génica y modulando la 

diferenciación neural (Mermelstein y Micevych, 2008).

Las proteínas de unión al calcio PV, CB y CR son herramientas apropiadas para 

demostrar cambios en el desarrollo de la organización del cerebro (Ulfig 2002). 
Estas proteínas están implicadas en una variedad de funciones neuronales, 

como la diferenciación neuronal, la supervivencia y la muerte. Son marcadores 

neuroquímicos de tres poblaciones neuronales y, por lo tanto, son útiles para 

caracterizar clases específicas de neuronas e investigar la citoarquitectura 
cerebral en diferentes especies (Kim et al., 2016; Yu et al., 2011; Münkle et al., 
2000).

Durante el desarrollo del hipotálamo, la hormona SOM producida por las 

neuronas neuroendocrinas del núcleo ventromedial ejerce varias acciones que 

influyen en la sinaptogénesis y la proliferación neural (Goodyer et al., 2004) y 
regulan los patrones sexualmente dimórficos de la secreción de hormona de 
crecimiento (GH) (Gillies  1997).

La identificación de las moléculas que regulan el desarrollo de la vesícula 
diencefálica y su derivado en la alpaca puede contribuir a investigar los 

mecanismos moleculares asociados a los trastornos relacionados con el 

hipotálamo específico de la especie.
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Morfogénesis temprana de la alpaca (Vicugna pacos): características externas 
y desarrollo cerebral en comparación con la escala progresiva de Carnegie

La morfología de las características externas es crucial para definir la etapa de 
desarrollo correcta, y luego es posible enfocarse en las estructuras de la cabeza y 

específicamente en el Sistema Nervioso Central (SNC). 

Tabla 1: Resumen de los datos sobre embriones y fetos de alpaca y la etapa 

correspondiente de Carnegie. 

Clasificación Características 
Identificadas

Correspondencia 
a etapa Carnegie

Longitud 
céfalo –

caudal(mm)

Embriones

• Foso de la lente y copa óptica
• Cuarto ventrículo
• Maxilar y mandíbula
• Prominencia del corazón
• Brotes de extremidades

13-15 15

Embriones
• Placodes sensoriales.
• Prominencia del corazón
• Brotes de extremidades

16-17 17

Embriones

• Ojo
• Prominencia hepática
• Rayos digitales, extremidad 

posterior
• Cordón umbilical

18 23

Fetos
• orejas externas
• extremidades completas
• cuello alargado

> 23 55

Morfología externa del embrión correspondiente en las etapas Carnegie 13-15

La morfología externa de los embriones (etapas Carnegie 13-15) se caracteriza 
por la curvatura dorsalmente convexa del tubo neural (Figura 1). Los embriones 

de alpaca en esta etapa tienen forma de “C” y la longitud céfalo –caudal es de 15 

mm. La cabeza es distinta del tronco y el hoyo de la lente es visible. El hígado en 

desarrollo, la extremidad anterior y el área cardíaca son claramente reconocibles 

en la sección sagital de todo el embrión (Figura 1). El placode olfativo es visible 

como un engrosamiento rostral del ectodermo. El placode olfativo forma una 

invaginación que se convertirá en el hoyo olfativo y dará lugar a la cavidad nasal 
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y al epitelio olfativo (Figura 1). Los primordios de las yemas de las extremidades 

aparecen como pequeñas elevaciones de la pared ventrolateral del cuerpo. La 

piel es delgada y transparente (Figura 2A). 

Figura 1: Sección sagital de todo el embrión de alpaca, corresponde aproximadamente a las 
etapas Carnegie 13-15; mostrando el hígado en desarrollo (l), la extremidad anterior (f) y el 
área cardíaca (c); el área de la cabeza con la vesícula prosencefálica (p); vesícula mesencefálica 

(m); vesícula rombencéfalo con la cavidad del cuarto ventrículo (r).

Desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC)

En esta etapa de la gestación, el análisis histológico de secciones sagitales del 

SNC muestra que las tres vesículas cerebrales primarias ya están presentes 

(Figura 2B). La vesícula prosencefálica se encuentra en la parte rostral de la 

extremidad cefálica y el prosencéfalo comienza a diferenciarse. La cavidad del 

cuarto ventrículo es evidente. Las células de la pared de la vesícula forman tres 

capas distintivas (Figura 2C). La capa adyacente a la cavidad (zona ependimaria) 

está densamente poblada por células neuroepiteliales. La capa intermedia (capa 

del manto) está menos poblada y las extensiones citoplasmáticas de las células 

son visibles. La tercera capa (zona marginal) no tiene cuerpos celulares visibles, 

pero las extensiones citoplasmáticas de los cuerpos celulares que se encuentran 

en la zona intermedia son visibles.

La vesícula mesencefálica se ve caudal a la vesícula prosencefálica (Figura 

2D). La sección atraviesa las paredes de la vesícula y muestra un área ovalada 

densamente poblada rodeada por una capa que casi no tiene cuerpos celulares. 

La vesícula romboencefálica (Figura 2E) presenta una pared celular gruesa en 

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



43

MORFOGÉNESIS INTRAUTERINA TEMPRANA DEL CEREBRO Y CARACTERIZACIÓN NEUROQUÍMICA DEL 
HIPOTÁLAMO EN EL FETO DE ALPACA

la parte ventral de la cavidad, mientras que la parte dorsal de la pared de la 

cavidad es delgada y contiene cuerpos celulares raros.

Dos poblaciones de células neuroepiteliales son visibles en la parte ventral 

gruesa de la pared de la vesícula. La primera población, que está más cerca 

del aspecto dorsal de la vesícula, representa el neuroepitelio cerebeloso. La 

segunda población, que se encuentra en la parte ventrocaudal de la pared, es el 

neuroepitelio pontino. Las células neuroepiteliales de la vesícula romboencefálica 

también forman tres capas.

El anlage en forma de abanico del ganglio trigémino en desarrollo, conectado 

al neuroepitelio pontino, se hace evidente en la parte ventral de la vesícula 

rombencefálica (Figura 2B). El ganglio está conectado al neuroepitelio pontino 

de la vesícula romboencefálica por una capa en la que solo son visibles las 

extensiones citoplasmáticas. Cerca de la vesícula prosencefálica, es visible el hoyo 

óptico en forma de “C”, compuesto por dos capas de células neuroepiteliales 

con una zona central acelular (Figura 2B). Las dos capas vistas en esta etapa 

representan la etapa inicial de diferenciación de la retina.

Figura 2: A) embrión de alpaca, de 15 mm de longitud céfalo –caudal que corresponde a 
las etapas Carnegie 13-15; Vista del lado derecho. B) sección sagital del área de la cabeza 
con la vesícula prosencefálica (p); vesícula mesencefálica (m); vesícula rombencefálica con 
la cavidad del cuarto ventrículo (r); ganglio trigémino (tg); copa óptica (opcional). C) detalle 
de la vesícula prosencefálica (p); D) detalle de la vesícula mesencefálica (m); E) detalle de la 

vesícula rombencefálica (r).

Morfología externa del embrión correspondiente en las etapas Carnegie 16-17

La morfología externa de los embriones (Carnegie etapas 16-17) se caracteriza por 
una longitud céfalo –caudal de 17 mm, los embriones están más desarrollados y 
la morfología externa muestra una curvatura cervical y craneal caudal acentuada. 
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La piel aún es transparente y el cordón umbilical se encuentra ventralmente en 

la región de la cola (Figura 3A). El corazón y el hígado son prominentes en el 

área torácica ventral. Las extremidades torácica y pélvica se alargan distalmente 

en el plano dorsoventral del embrión, pero aún sin distinción de los rayos de los 

dígitos (Figura 3A).

Figura 3: A) embrión de alpaca de 17 mm de longitud céfalo-caudal, que corresponde a 
las etapas Carnegie 16-17; vista del lado derecho; la línea negra muestra el plano coronal 
donde se obtuvo la sección. B) Sección coronal del área de la cabeza, que muestra la vesícula 
rombencefálica (r); vesícula óptica (ov). C) Vesícula romboencefálica (r) que muestra el 
neuroepitelio cerebeloso (c) y el bulbo raquídeo (mo) en desarrollo. D) la vesícula óptica (ov); 

E) el ganglio trigémino (tg).

Desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC)

En la región craneal, un desarrollo progresivo de las vesículas encefálicas es 

visible en las secciones sagitales del SNC en comparación con la etapa anterior. 

La copa óptica está más diferenciada y muestra un ángulo de la retina.

Las cabezas seccionadas en el plano coronal muestran claramente la cavidad 

del ventrículo romboencefálico (figura 3B), las paredes del ventrículo están 
compuestas por pocas capas de células que muestran diversas densidades. En 

esta área, el neuroepitelio cerebeloso ocupa las paredes laterales del ventrículo. 

Los diversos núcleos de la protuberancia y el bulbo raquídeo están representados 

en esta etapa por poblaciones celulares menos densamente agrupadas y 

agrupadas en el área central (figura 3C). En la vesícula óptica, la copa óptica 
es evidente, mostrando una doble capa de células dispuestas en forma de “C” 

donde la capa medial de las células formará la capa pigmentada de la retina 

mientras que la capa lateral (la que está frente a la cavidad vesicular) dará lugar 

a los componentes restantes de la parte nerviosa de la retina futura (figura 3D).
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Morfología externa del embrión correspondiente en las etapas Carnegie 18

La morfología externa de los embriones (Carnegie etapas 18) se caracteriza 
por una longitud céfalo –caudal de 23 mm, las regiones del cuerpo están bien 

definidas, la forma de “C” menos pronunciada, una cola pequeña y definida es 
visible, y la piel aparece opaca (Figura 4A). Las extremidades torácica y pélvica 

se diferencian y la rotación y aducción de las extremidades ha comenzado y 

ventralmente se desplaza la gran inflamación del hígado (Figura 4A). La 
diferenciación de la cabeza continúa, y el cuello ahora muestra el alargamiento 

peculiar de los camélidos sudamericanos adultos, sin paralelo por otros 

mamíferos, excepto la jirafa. Las vesículas ópticas, con una retina pigmentada, 

son prominentes (Figura 4A).

Figura 4: A) embrión de alpaca de 23 mm de longitud céfalo-caudal, que corresponde a 
las etapas Carnegie 18; Vista del lado derecho. B) Sección sagital del área de la cabeza que 
muestra la vesícula telencefálica (T); vesícula mesencefálica (m); y vesícula rombencefálica 
(r). C) Detalle de vesícula telencefálica (T). mostrando el neuroepitelio de los ganglios basales 
(bg); D) Detalle de la vesícula mesencefálica (m). E) Detalle de vesícula rombencefálica. F) 
Neuroepitelio de los ganglios basales (b); neuroepitelio del hipocampo (h) y desarrollo del 
plexo coroideo (ch) del ventrículo telencefálico. G) Mayor aumento del ganglio trigémino (tg). 
H) Detalle de la vesícula rombencefálica (r) y el neuroepitelio cerebeloso (c) en la cara dorsal 

de la vesícula rombencefálica.
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Desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC)

A esta edad embrionaria, el análisis histológico muestra una definición clara 
de las vesículas encefálicas y sus respectivas cavidades. En la sección teñida de 

Nissl de embriones de alpaca en esta etapa (Figura 4B), se ve una de las dos 

vesículas del telencephalon en la parte superior de la sección. El plexo coroideo 

en desarrollo es visible sobresaliendo en la luz de la cavidad de la vesícula 

telencefálica (Figuras 4B, 4C y 4E).

El engrosamiento de la pared vesicular correspondiente a la zona subventricular 

proliferativa es visible en la parte inferior de la cavidad telencefálica, frente al 

plexo coroideo. Las células neuroepiteliales de esta área eventualmente formarán 

la corteza y los ganglios basales (Figura 4D). A la derecha del plexo coroideo, 

las células neuroepiteliales de la pared ventricular dan origen al hipocampo 

(Figura 4E). El área celular densa caudal a la vesícula telencefálica corresponde 

al diencéfalo y las células de esa área darán lugar al tálamo y otras estructuras 

diencefálicas. La vesícula rombencefálica es visible y ahora es posible distinguir 

entre las diversas estructuras que se elevan desde el romboencefálico (Figura 4F). 

El neuroepitelio de la pared ventricular está organizado en una estratificación 
de tres capas. Parte del neuroepitelio se convertirá en la protuberancia y el 

bulbo raquídeo. La parte dorsal superior del ventrículo constituye el ángulo del 

cerebelo (Figura 4H).

El ángulo del ganglio vestibular es visible como un agregado celular cerca de 

los conductos cocleares. Rostralmente a la flexión pontina, un gran agregado de 
células corresponde al ángulo del ganglio trigémino (Figura 4L).

Morfología externa del embrión correspondiente en las etapas de Carnegie> 23

La morfología externa de los embriones (etapas Carnegie> 23) se caracteriza por 

una longitud céfalo –caudal de 55 mm, el feto es significativamente más largo. 
La piel aparece lisa, pigmentada por un color gris rosado y los vasos sanguíneos 

superficiales están presentes a lo largo del cuello. La diferenciación de las 
regiones del cuerpo está completa. Los párpados están formados y cerrados, las 

pinnas de las orejas bien evidentes. Las extremidades torácica y pélvica están 

diferenciadas, ambas dotadas de dígitos bien desarrollados. El cuello es más 

largo que en las etapas de desarrollo anteriores (embrionarias) (Figura 5A).
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Figura 5: A) Feto de alpaca de presuntos 90 días y 55 mm de longitud céfalo-caudal, que 
corresponde a las etapas Carnegie 23; vista del lado derecho; Las líneas negras muestran el 
plano donde se han obtenido las secciones coronales. B) Sección coronal a través de los ojos 
del área de la cabeza anterior que muestra las vesículas telencefálicas (t) la lente (l) de la 
vesícula óptica. C) Detalle de la parte anterior de las vesículas telencefálicas (t) que muestra 
la corteza prefrontal que rodea los ventrículos laterales. D) Detalle de la vesícula óptica. 
Formación de las nueve capas más internas de la retina formadas a partir de la paredes de 
la vesícula óptica secundaria. E) sección coronal de la parte posterior del cerebro que pasa a 
través del diencéfalo, mostrando las vesículas telencefálicas (t) y los ventrículos laterales (lv), 
el tercer ventrículo (3v). F) detalles del epitelio (epi). G) aumento de las capas retinianas en 
desarrollo: b- coroides, epitelio de pigmento c, ventrículo d-óptico, retina e-sensorial, capa de 
fibra nerviosa f-óptica y células ganglionares retinianas.

Desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC)

La cabeza se seccionó en dos niveles diferentes, como se muestra en la figura 
5A. Las figuras 5B, 5C y 5D muestran secciones de la parte anterior del cerebro. 
En la sección teñida de Nissl del feto de alpaca en esta etapa (Figura 5B), las 

dos vesículas del telencephalon correspondientes a la corteza prefrontal se ven 

en la parte superior de la sección (Figura 5C). Las vesículas ópticas están más 

diferenciadas, en el ojo son visibles el cristalino y la retina (Figura 5B y 5D). Las 

capas retinianas en desarrollo son distinguibles: coroides, epitelio pigmentario, 

ventrículo óptico, retina sensorial, capa de fibra del nervio óptico y células 
ganglionares retinianas (Figura 5G).

La parte posterior de la cabeza está representada en las Figuras 5E y 5F. En la 

figura 5E, el diencéfalo es evidente entre los ventrículos telencefálicos. El tercer 
ventrículo es visible y el epitelio en desarrollo (Figura 5F) y el hipotálamo se ven 

en las partes superior e inferior del diencéfalo, respectivamente (Figura 5E).
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Figura 6: Feto de alpaca de 90 días y 55 mm de longitud céfalo-caudal, que corresponde 
aproximadamente a la etapa Carnegie > 23. A, B) estratificación en capas de la pared del 
ventrículo telencefálico (t), 1. Capa interna, 2 segunda capa menos celular, 3. tercera capa 
que muestra células no tan densamente empaquetadas, 4. cuarta capa compuesta de células 
densamente empaquetadas, 5. quinta y capa externa compuesta de celdas dispersas. C) área 
hipotalámica (hip) que rodea el tercer ventrículo (3V). D) detalle de la glándula pituitaria (hy) 
conectada a la parte inferior del tercer ventrículo. E, F) detalle del hemisferio cerebeloso (c) y 
el plexo coroideo (ch) del ventrículo rombencéfalo.

A mayor aumento es posible observar la estratificación del neuroepitelio 
telencefálico en crecimiento en capas (figura 6A y 6B). La capa interna (en contacto 
con el ventrículo) está compuesta de células neuroepiteliales con núcleos ovales 

en una organización pseudocolumna (Figura 6B, capa 1). La segunda capa es 

menos celular y contiene células con un núcleo redondo (Figura 6B, capa 2). En la 

tercera capa, las células no están tan densamente juntas y muestran extensiones 

citoplasmáticas evidentes (Figura 6B, capa 3). La cuarta capa está compuesta de 
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cuerpos celulares densamente empaquetados con pequeños núcleos redondos 

(Figura 6B, capa 4). La quinta y la capa externa se componen de un número 

escaso de células con núcleos pequeños y redondos (Figura 6B, capa 5). La 

organización de la capa concéntrica de la pared del ventrículo telencefálico 

representa el proceso de diferenciación y migración del neuroepitelio ventricular 

en el proceso de formación de la corteza cerebral.

La cavidad del tercer ventrículo está revestida por una capa delgada de células 

columnares con núcleos ovales (Figura 6C). El hipotálamo se encuentra en la 

parte inferior, lateral a las paredes del tercer ventrículo y la glándula pituitaria 

es visible conectada a la parte inferior del tercer ventrículo (Figura 6C y 6D). Las 

células neurales que rodean el tercer ventrículo están organizadas en grupos, 

que corresponden a los anales de los núcleos locales en el cerebro adulto. Los 

hemisferios cerebelosos (Figura 6E) muestran una estratificación en capas en los 
aspectos laterales.

Caracterización neuroquímica del hipotálamo fetal temprano y de la alpaca 
(Vicugna pacos) recién nacida. 

Como en otros mamíferos, el hipotálamo de alpaca se puede dividir (en la 

dirección anteroposterior) en tres regiones: la región anterior va desde la lámina 

terminal hasta la cara caudal del quiasma óptico. La porción de la región anterior 

que es rostral al quiasma óptico también se conoce como región preóptica. La 

siguiente región que se identifica cuando se procede caudalmente es la región 
tuberal. Los márgenes de esta región incluyen las áreas que están arriba e 

incluyen el tuber cinereum. Finalmente, la región posterior se define por el área 
de arriba e incluye los cuerpos mamilares (Figura 7).

Figura 7: Sección sagital mediana de las 
regiones hipotalámicas. Los puntos de 
referencia hipotalámicos son visibles en las 
superficies ventral y medial (ventricular) 
del cerebro. El límite rostral visible en la 
superficie ventral del cerebro está formado 
por el quiasma óptico (límite amarillo) 
mientras que los cuerpos mamilares 
(límite rojo) definen el límite posterior. El 
hipotálamo se puede dividir en tres partes: 
área preóptica anterior, hipotálamo medio, 
incluida la región tubelar, y parte posterior, 
incluidos los cuerpos mamilares.
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La topografía de las regiones hipotalámicas descritas anteriormente y la 

caracterización anatómica respectiva se muestran en la figura 8. Cada una de las 
regiones se sub dividen en núcleos agrupados en función de su ubicación en las 

zonas hipotalámicas. En la figura 8 se muestra una representación esquemática 
de los núcleos hipotalámicos anterior y tuberal del hipotálamo adulto.

Figura 8: Representación esquemática del área hipotalámica de alpaca. A) sección coronal de 
la región anterior. B) sección coronal de la región tuberal. Abreviaturas: núcleo hipotalámico 
anterior (AHN), núcleo arqueado (Arc), núcleo hipotalámico dorsomedial (DMH), fórnix 
(fx), hipotálamo lateral (LH), tracto óptico (ot), núcleo paraventricular (PVN), núcleo 
supraquiasmático (SC), núcleo supraóptico (SON), núcleo ventromedial (VMN) y el tercer 
ventrículo (3V).

El núcleo paraventricular (PVN) se encuentra en la zona periventricular y corre 

rostro-caudal a través de la parte anterior hacia la región tuberal. El núcleo 
arqueado (Arc) también tiene una porción ubicada en la zona periventricular, 

aunque también se extiende lateralmente hacia las zonas medial y lateral que 

tienen funciones clave en la regulación neuroendocrina. Este núcleo se encuentra 

en el piso de la región tuberal del hipotálamo. Los núcleos adicionales encontrados 

en la región anterior de la zona medial incluyen los núcleos supraquiasmáticos 

(SC) y los núcleos anteriores (AHN). Los núcleos en la región tuberal de la zona 

medial incluyen los núcleos dorsomediales (DMH) y los núcleos ventromediales 

(VMN). Finalmente, los núcleos hipotalámicos laterales (LH) se encuentran en la 

zona lateral de la región anterior y tubular.
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Tabla 2: Resumen de los datos sobre embriones de alpaca, fetos y recién nacidos 

utilizados para el estudio anatómico y neuroquímico del hipotálamo.

Clasificación Edad fetal (días) Correspondencia a 
etapa Carnegie 

Longitud céfalo 
–caudal (mm)

Embriones 20 13-15 15

Embriones 30 16-17 17
Embriones 45 18 23

Fetos 90 > 23 55

Recién nacido 340

Caracterización inmunohistoquímica del hipotálamo en el embrión de alpaca: 

etapas 20, 30, 45 días.

La tinción inmunohistoquímica no reveló expresión en las células neuronales 

para PV, CB, CR, SOM, P450Arom, ER-α o ER-β en el hipotálamo en desarrollo 
en etapas embrionarias de 20, 30 y 45 días (ver figura 9).

Figura 9: Imagen de inmunohistoquímica durante las etapas embrionarias a los 20, 30 y 45 
días para P450Arom y SOM que muestra la ausencia de reactividad. A los 20 días, una sección 
sagital de la cabeza muestra las tres vesículas cerebrales primarias en desarrollo que ya están 
presentes; la vesícula prosencefálica se encuentra en la parte rostral de la extremidad cefálica. 
En la etapa embrionaria 30 días, las cabezas se seccionaron en el plano transversal. La cavidad 
del ventrículo III es claramente visible. A los 45 días, las cabezas se seccionaron en plano 

α o ER β en el hipotálamo en desarrollo en etapas
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sagital. La tinción de Nissl muestra una clara definición de las vesículas encefálicas y sus 
respectivas cavidades. Los cuadrados se centran en la región hipotalámica.

Caracterización inmunohistoquímica del hipotálamo en el feto de alpaca: 

estadio 90 días.

La tinción inmunohistoquímica está prácticamente ausente para PV, CB, 

CR, ER-α o ER-β en todos los hipotálamos fetales analizados a los 90 días de 
gestación. En cambio, los cuerpos y fibras celulares inmunorreactivos a SOM 
están presentes en la región tuberal (figura 10).

Las neuronas inmunorreactivas al SOM se ubican principalmente en dos 

áreas: un grupo de células se concentró en el hipotálamo lateral (LH, figura 
10A) y un grupo en el núcleo ventromedial (VMN, figura 3B). Las neuronas 
inmunorreactivas SOM muestran una célula corporal bien teñida y su forma 

redonda aparece con un proceso inmunorreactivo corto o de forma fusiforme 

con procesos inmunorreactivos largos. El aspecto general de estas células era el 

de las neuronas pequeñas con un núcleo débilmente teñido.

Figura 10: Corte coronal del hipotálamo tuberal de un hipotálamo fetal de alpaca de 90 días. 
A) área ampliada de las neuronas inmunorreactivas SOM en la LH. B) área ampliada del 
VMN donde también se ven neuronas positivas para SOM.

Los resultados inmunohistoquímicos para P450Arom revelan numerosas 

células P450Arom -ir, concentradas en el núcleo paraventricular (PVN) del 
hipotálamo dorsal y en el núcleo hipotalámico dorsomedial (DMH) de la región 

tubular (figura 11). En esta área, P450Arom está presente en el citoplasma de 

α o
β en todos los hipotálamos fetales analizados a los 90 días de gestación. En
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las células redondas y en forma de huso, concentradas a lo largo del borde del 

tercer ventrículo (figuras 4A y 4B). No hay P450Arom presente en las fibras o en 
los axones.

Figura 11: sección teñida de Nissl coronal de la región hipotalámica tubular de un feto de 
alpaca de 90 días. Los cuadrados representan el área ampliada. A) Las células inmunorreactivas 
P450Arom están presentes en la parte dorsal del periventricular (PVN). B) Las células 
inmunorreactivas P450Arom están presentes en el núcleo hipotalámico dorsomedial (DMH).

Caracterización inmunohistoquímica del hipotálamo en la alpaca recién nacida.

En la alpaca recién nacida, todos los neuropéptidos PV, CB, CR, SOM, P450Arom, 

ER-α y ER-β están presentes en el área hipotalámica. 

Las neuronas que contienen PV se distribuyen en la región tubular y anterior, 

formando grupos de células en la parte dorsal del hipotálamo lateral (figura 
12B). Estas neuronas muestran un cuerpo redondo y grande con procesos cortos.

Las neuronas que contienen CB están presentes principalmente en la región 

hipotalámica del tubo en el área periventricular del DMH (figura 12C) y en el 
núcleo ventromedial (VMN) (figura 12E). Estas neuronas muestran un perikarya 
relativamente pequeño con extensiones citoplasmáticas cortas.

Las neuronas que contienen RC están ubicadas en la región tuberal dispersa en 

la parte ventral del hipotálamo lateral (LH), (figura 12D).

α o
β en todos los hipotálamos fetales analizados a los 90 días de gestación. En

om presente en las fibras o en los axones

 

issl coronal de la región hipotalámica tubular de u
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En la región hipotalámica tuberal, las células inmunorreactivas a SOM están 

presentes en el VMN, PVN y en el ARC (figura 12E). En esta área, los cuerpos 
celulares de SOM-ir eran relativamente pequeños, como se esperaba. Se 
encontraron fibras largas inmuno-teñidas en toda la parte ventral del tercer 
ventrículo.

Figura 12: A) Sección de tinción coronal de Nissl de la región hipotalámica tubular de la alpaca 
recién nacida. Los cuadrados representan áreas ampliadas en B, C, D y E. B) Positividad de PV 
en la LH. C) distribución de células CB positivas en DMH y VMN. D) distribución de células 
CR-positivas en la LH. E) distribución de células SOM positivas en el PVN. Tercer ventrículo 
(3V).

En la región hipotalámica anterior, las neuronas positivas para CB están 

presentes en la parte ventrolateral del SON, con una distribución simétrica en 

el núcleo basal de Meynert (figura 13C). Estas neuronas positivas muestran un 
cuerpo celular relativamente grande y procesos cortos teñidos débilmente. Las 

células neurales positivas para SOM se extienden en la LH (figura 13 D). Estas 
células positivas muestran un cuerpo celular relativamente grande con largas 

extensiones citoplasmáticas.

α β están
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Figura 13: A) Sección de tinción coronal de Nissl de la región hipotalámica anterior de 
la alpaca recién nacida. Los cuadrados representan áreas ampliadas en B, C, D, E y F. B) 
distribución de positividad ER-β en la LH. C) distribución de células CB positivas en el SON. 
D) Positividad de SOM en la LH. E) distribución de células P450Arom-positivas en el área 
medial. F) distribución de células ER-α-positivas en la parte dorsal de la PVN.

Las células neurales positivas para P450Arom grandes se distribuyen en la parte 

ventral de la región hipotalámica anterior adyacente al tercer ventrículo en el 

área SC (figura 13E).

La mayor población de células ER-β positivas está presente en la parte dorsal del 
hipotálamo (figura 13B). Estas células muestran reactividad en el cuerpo y en los 
procesos citoplasmáticos.

Las células positivas para ER-α se distribuyen en el PVN del hipotálamo anterior 
y cerca del techo del tercer ventrículo (figura 13F). Las células positivas eran 
escasas y la señal se distribuía en el citoplasma y en el núcleo y en el citoplasma 

de las neuronas.

 

β en la LH. C) 

α

β positivas está presente en la parte dorsal del

α se distribuyen en el PVN del hipotálamo anterior y
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CONCLUSIONES

El hipotálamo de alpaca, en la etapa embrionaria de 20, 30, 45 días y en los 

fetos de 90 días de gestación no mostraron células PV-ir, CB-ir y CR-ir. Estos 
neuropéptidos están presentes en la alpaca recién nacida.

El hecho de que en el hipotálamo no haya neuronas positivas para PV, CB y CR 

durante la morfogénesis temprana en la alpaca, coincide con lo informado en 

ovejas, monos y hombres, en el que la inmunorreactividad a PV, CB y CR aparece 

por primera vez en la semana 9 de gestación (Koutcherov et al., 2002, 2003). Esto 

puede deberse a la morfología heterogénea de la matriz durante la morfogénesis 

temprana, en la que la citoarquitectura y la quimio arquitectura del hipotálamo 

aún no se diferencian en gran medida. La síntesis de CR, CB y más tarde de 

PV podría vincularse en el proceso de maduración y sinaptogénesis posterior, 

según lo sugerido para el cerebro de cobaya (Bogus-Nowakowska, 2019).

Las células SOM positivas aparecen tanto en la región hipotalámica anterior 

como en la tubárica a los 90 días de gestación y en el hipotálamo de la alpaca 

recién nacida. El aumento de los niveles de SOM puede ser la causa de la caída 

de la hormona del crecimiento circulante (GH) en el feto en la gestación posterior 

(Ackland et al., 1983). El tiempo de gestación de la expresión de SOM alrededor 
del tercer mes también se ha encontrado en el hipotálamo humano fetal (Ackland 

et al., 1983). Estos datos sugieren una posible cooperación en la regulación de la 
secreción de GH a través de E2 que involucra SOM en el hipotálamo (Bluet-Pajot 
et al., 1998; Minami et al., 1998).

Las células P450Arom-positivas están presentes a los 90 días de gestación y en 
el hipotálamo de la alpaca recién nacida. La enzima P450Arom y la hormona 

SOM se expresan juntas alrededor del tercer mes de gestación, lo que sugiere 

una relación funcional de estas moléculas en la regulación de la GH. Un estudio 

demostró que E2 influye en una población de neuronas que expresan SOM 
en las áreas diencefálicas parte ventrolateral del VMHvl (Dufourny y Lomet, 

2017). Estos hallazgos podrían ser de importancia económica en las especies 
domésticas de cetartiodactilo, particularmente durante la gestación temprana, 

cuando la pérdida embrionaria puede alcanzar el 25-40% de las gestaciones de 
ganado vacuno, ovino y porcino, y hasta el 50% de las gestaciones de alpaca 

(Bravo et al., 2010).
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Las células positivas para ER-α y las células positivas para ER-β están presentes 
en la región hipotalámica anterior de la alpaca recién nacida. En mamíferos 

domésticos con un tiempo de gestación prolongado, la expresión de estos RE 

reveló que en las ovejas ER-α y ER-β se expresan a partir de la segunda mitad de 
la gestación, y los niveles de ER-β aumentan solo en los días postnatales (Bravo 
et al., 2008). En la especie Bos taurus, la presencia de ER-α y ER-β se reveló 
en neuronas hipotalámicas en cultivos obtenidos de fetos bovinos de 12 a 17 
semanas de gestación (Peruffo et al., 2008b).

La definición de la comunicación cruzada entre PV, CB, CR, P450Arom, SOM 
y ER en el área hipotalámica, representa una base para futuras investigaciones 

sobre el hipotálamo de alpaca, la principal región del cerebro estratégica para el 

control del comportamiento reproductivo.
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CAPÍTULO III

ANÁLISIS DE SEMEN DE CAMÉLIDOS SUDAMERICANOS 
ASISTIDO POR COMPUTADORA

Hernán Cucho

RESUMEN

En el presente capítulo se describen algunas particularidades de los sistemas 
de análisis computarizado de semen (CASA), luego se muestra resultados 
de evaluaciones seminales en alpacas, llamas y vicuñas empleando el 

Integrated Semen Analysis System (ISAS®), equipo con que contamos en el 
Laboratorio de Biotecnologías Reproductivas en el Centro Experimental La 
Raya de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), 
y que empleamos en el estudio de la fisiología del espermatozoide de 
las especies antes mencionadas. Se presenta información objetiva para la 
movilidad espermática y su cinética, concentración, morfología y morfometría, 
espermatozoides vivos, integridad acrosomal, funcionalidad de la membrana 
espermática y fragmentación del ADN espermático, en la mayoría de casos en 
función de diferentes técnicas de recolección de semen como vagina artificial, 
electroeyaculación, pos cópula y desviación de los conductos deferentes, y 
durante el proceso de criopreservación de semen. 
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INTRODUCCIÓN

El desarrollo de los primeros sistemas computarizados de análisis de semen 
fue por 1974 (Amann, 1979),  el primer reporte empleando estos sistemas 
ocurrió en 1985 (Katz  et al., 1985). Es a partir de los años 2000, que los 

sistemas CASA se posicionan como instrumentos para el análisis seminal, 
primero en humanos (Mortimer, 2000), y posteriormente en animales. 

En la mayoría de especies, existe variabilidad intra e interindividual en los 
análisis seminales, los que se incrementan al realizar una evaluación subjetiva en 
éstos. El uso de sistemas objetivos (CASA) nos permite mejorar la confiabilidad 
de los datos reproductivos (Valverde y Madrigal-Valverde, 2018). Por esta 
razón,  desde el año 2010, en el Centro Experimental La Raya (4130 metros de 
altitud), de la UNSAAC, venimos realizado trabajos de investigación orientados 
a conocer la fisiología del espermatozoide de la alpaca, llama y vicuña, de tal 
suerte que efectuamos estudios para determinar la movilidad, parámetros de 
movilidad, subpoblaciones espermáticas; morfometría del espermatozoide, 
índice de fragmentación del ADN espermático, entre otros. 

En esta revisión se muestran los resultados de las investigaciones que llevamos 
a cabo en camélidos sudamericanos, empleando un sistema computarizado de 
análisis de semen, el Integrated Semen Analysis System (ISAS®), en la Escuela 
Profesional de Zootecnia de la UNSAAC. 

Características de los sistemas CASA

La característica de un sistema de análisis de semen, es que éste comprende 
aspectos de soporte (hardware) y la programación asociada (software), éstos 
sirven para diferenciar los diversos sistemas CASA (Valverde y Madrigal-
Valverde, 2018).

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



63

ANÁLISIS DE SEMEN DE CAMÉLIDOS SUDAMERICANOS ASISTIDO POR COMPUTADORA

Para la captura de imágenes, se necesita una cámara de video, en ésta es 
importante la resolución y la velocidad de captura de imágenes por segundo. 
En relación a la microscopía en la mayor parte de especies ganaderas (vacuno, 
alpaca, entre otros) requieren una iluminación de contraste de fase negativa 
(Valverde y Madrigal-Valverde, 2018). En su mayoría los sistemas CASA, poseen 
módulos para el análisis de la movilidad espermática, concentración, vitalidad y 
morfología, y en algunos casos de fragmentación del ADN.

Evaluación de semen de camélidos sudamericanos con sistemas CASA

El equipo ISAS® (Proiser R + D, Paterna, España), del Centro Experimental La 
Raya, consta de un microscopio de contraste de fases y fluorescencia (Proiser-
UOP – UB200i), conectada a una computadora; el sistema cuenta con cinco 
módulos: movilidad, concentración, vitalidad, morfometría y fragmentación del 
ADN espermático.
   
•  Movilidad
Los archivos de video se graban y analizan a 25 cuadros por segundo (fps), 
durante un segundo, para lo cual se emplea 5 µL de muestra, en el sistema se 
configura el tamaño de partículas a analizar, la cual depende la procedencia de 
la muestra seminal, que puede provenir de electroeyaculación, del epidídimo, 
vagina artificial, de los conductos deferentes o post cópula. El análisis se realiza 
empleando el objetivo de 10x de contraste de fase negativo, y de preferencia 
usando cámaras de una determinada altura como las ISAS® D4C20 de 20 µm de 
alto, que permite no se superpongan los espermatozoides, y se tenga un análisis 
más exacto de esta variable, ya que tanto la altura de la cámara, como la velocidad 
en que son tomadas los fotogramas influyen en los resultados (Bompart et al., 
2018)

El análisis de movilidad, nos permitirá conocer el porcentaje de los 
espermatozoides móviles, así como también la cinética espermática. En el 
cuadro 1 se muestra información de la movilidad de los espermas de alpacas y 
llamas colectados por diferentes métodos y evaluados en diferentes momentos 
del proceso de criopreservación, realizados en La Raya. 
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Cuadro 1. Promedio y desviación estándar (DS) de la movilidad espermática de 
alpaca y llama recuperado de la desviación de los conductos deferentes (DCD), 
vagina artificial (VA), post cópula (PC) y electroeyaculación (EE) en semen 
fresco, refrigerado y descongelado

Especie
Método 

colección
Estado semen Promedio ± DS (%) Fuente

Alpaca

DCD Fresco 30.34 ± 15.65 Ccalta, 2017

VA Fresco 17.70 ± 6.62 Quispe, 2018

PC Fresco 33.47 ± 20.34 Quispe, 2018

EE Fresco 34.88 ± 23.76 Ciprian, 2019

DCD Refrigerado 20.02 ± 7.80 Ccalta, 2017

VA Refrigerado 34.37 ± 10.85 Quispe, 2018

EE Refrigerado 16.36 ± 8.56 Ciprian, 2019

DCD Descongelado 7.63 ± 2.61 Ccalta, 2017

VA Descongelado 4.94 ± 2.27 Quispe, 2018

EE Descongelado 7.23 ± 4.31 Ciprian, 2019

Llama
EE Fresco 44.68 ± 18.93 Ccoiso, 2019

VA Fresco 41.58 ± 18.40 Ccoiso, 2019

Con un sistema de análisis computarizado de semen, también se puede deter-
minar los parámetros de movilidad de los espermatozoides. La velocidad curvi-
línea (VCL; µm/s), es la velocidad de la cabeza del espermatozoide a lo largo de 
la trayectoria curvilínea. La velocidad rectilínea (VSL; µm/s), viene a ser la ve-
locidad a lo largo de la trayectoria entre el punto inicial y final de la trayectoria 
del espermatozoide. La velocidad promedio (VAP; µm/s), es la velocidad de la 
cabeza de un espermatozoide a lo largo de su trayectoria media (Amann y Wa-
berski, 2014; Valverde y Madrigal-Valverde, 2018). Los índices de rectitud (STR 
= VSL/VAP; %), linearidad (LIN = VSL/VCL; %) y oscilación (WOB = VAP/VCL; 
%), sirven para caracterizar la calidad del movimiento espermático (Mortimer, 
2000; Meza et al., 2018). La desviación de la trayectoria curvilínea respecto de la 
media, se denomina amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH; 
µm);  el número de las intersecciones de la trayectoria curvilínea y la trayectoria 
promedio se denomina, frecuencia de batido de la cola (BCF, Hz), (Amann y 
Waberski, 2014), algunos se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Ilustración de algunos de los parámetros de movilidad evaluados 
por los sistemas CASA (Quintero-Moreno, 2003).

Los parámetros de movilidad de espermatozoides para alpacas (cuadro 2) en 
semen fresco colectados por diferentes métodos se detallan a continuación, y en 
el cuadro 3, se muestra información similar en llamas en semen fresco y tratado 
con una enzima (papaína) para aumentar las velocidades de sus espermatozoi-
des.

Cuadro 2. Promedio y desviación estándar (DS) de los parámetros de movilidad 
del espermatozoide de alpaca recuperado de la desviación de los conductos 
deferentes (DCD), vagina artificial, post cópula y electroeyaculación en semen 
fresco 

Parámetro
movilidad

DCD
Promedio ± DS

(Meza  et al., 

2018)

Vagina artificial
Promedio ± DS
(Quispe, 2018)

Poscópula
Promedio ± DS
(Quispe, 2018)

Electroeyaculación
Promedio ± DS
(Quispe, 2015)

VCL (µm/s) 61.4 ±31.9 36.09 ± 5.53 34.62 ± 8.14 47.38 ± 25.53

VSL (µm/s) 15.8 ± 11.2 10.03 ± 2.55 9.56 ± 1.55 6.79 ± 2.76

VAP (µm/s) 31.0 ± 17.3 16.50 ± 5.84 18.80 ± 3.81 18.81 ± 8.33

LIN (%) 27.7 ± 16.4 27.88 ± 5.81 28.18 ± 3.30 22.44 ± 18.95

STR (%) 51.1 ± 22.0 49.73 ± 17.67 51.50 ± 4.59 42.09 ± 17.74

WOB (%) 52.4 ± 14.5 46.18 ± 15.19 54.76 ± 5.23 47.51 ± 16.98

ALH (µm) 3.21 ± 1.4 1.65 ± 0.38 1.57 ± 0.48 0.13 ± 0.21

BCF (Hz) 4.39 ± 2.8 3.33 ± 1.96 1.36 ± 0.49 0.28 ± 0.50
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Cuadro 3. Promedio y desviación estándar (DS) de los parámetros de movilidad 
del espermatozoide de llama colectado por electroeyaculación (EE) en semen 
fresco (Ccoiso, 2019) y degelificado 60 minutos en papaína (Cucho et al., 2018). 

Parámetro
EE (fresco)

Promedio  ± DS
EE (degelificado papaína)

Promedio ± DS

VCL (µm/s) 60.82 ± 11.47 84.97 ± 10.90

VSL (µm/s) 13.10 ± 2.12 22.60 ± 2.56

VAP (µm/s) 28.75 ± 3.88 38.69 ± 3.79

LIN (%) 22.12 ± 4.75 26.39 ± 4.90

STR (%) 45.63 ± 4.57 57.10 ± 6.32

WOB (%) 48.01 ± 5.78 45.93 ± 4.98

ALH (µm) 3.18 ± 0.71 4.06 ± 1.21

BCF (Hz) 3.68 ± 1.20 6.41 ± 2.27

Los espermatozoides no tienen las mismas velocidades, como se ha comprobado 
en estudios en toros, caprinos, ovinos, y otras especies (Muiño et al., 2008; 
Dorado et al., 2010; Bravo et al., 2011), se reporta la existencia de subpoblaciones 
espermáticas de acuerdo a la cinética, estudios que se realizaron en alpacas 
(cuadro 4) y llamas (cuadro 5), estas evaluaciones implican el uso de estadística 
multivariada (Valverde y Madrigal-Valverde, 2018)

Cuadro 4. Subpoblaciones de espermatozoides de alpaca recuperados de la 
desviación de los conductos deferentes (Meza, 2014)

Parámetros de movilidad
Subpoblaciones de espermatozoides (SP)

SP1 SP2 SP3

N° espermatozoides 126011 69704 18491

Porcentaje (%) 58.83 32.54 8.63

VCL (µm/s) 40.19 ± 13.49 81.84 ± 13.92 129.23 ± 19.85

VSL (µm/s) 10.74 ± 6.40 9.60 ± 10.23 33.13 ± 17.14

VAP (µm/s) 20.81 ± 7.39 40.23 ± 9.73 66.35 ± 19.90

ALH (µm) 3.25 ± 1.41 3.25 ± 1.41 3.22 ±1.39

BCF (Hz) 4.73 ± 2.61 4.72 ± 2.62 4.75 ± 2.64
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Cuadro 5. Subpoblaciones de espermatozoides de llama colectados por vagina 
artificial y electroeyaculación (Ccoiso, 2019)

Parámetros de  movilidad
Subpoblaciones de espermatozoides (SP)

SP1 SP2 SP3 SP4

N° espermatozoides 4175 919 14914 10884

Porcentaje (%) 13.51 2.97 48.28 35.23

VCL (µm/s) 104.77 ± 13.47 152.80 ± 22.48 36.66 ± 10.76 68.27 ± 10.49

VSL (µm/s) 20.94 ± 12.82 31.95 ± 19.05 10.51 ± 6.04 15.20 ± 9.51

VAP (µm/s) 47.14 ±12.08 65.70 ± 18.30 19.85 ± 6.43 33.25 ± 9.05

ALH (µm) 5.38 ± 0.95 7.20 ± 1.28 2.26 ± 0.59 3.73 ± 0.72

BCF (Hz) 4.89 ± 2.43 4.92 ± 2.60 3.48 ± 2.12 4.67 ± 2.28

•  Concentración
La concentración de espermatozoides (millones de espermatozoides por mL), 
se evalúa con un Spermtrack® (Proiser R+D, S.L., Paterna España), empleando 
3 µL de semen, y evaluado a 100 aumentos, en el cuadro 6, se muestran valores 
obtenidos de trabajos efectuados en La Raya.

Cuadro 6. Promedio y desviación estándar (DS) de la concentración espermática 
de alpaca y llama recuperado de la desviación de los conductos deferentes (DCD), 
vagina artificial (VA), post cópula (PC) y electroeyaculación (EE) en semen fresco

Especie
Método 

colección
Promedio ± DS (106/mL) Fuente

Alpaca

DCD 151.03 ± 70.60 Quispe, 2015

VA 94.78 ± 60.20 Quispe, 2018

EE 67.92 ± 67.18 Huanca, 2015

EE 42.34 ± 15.25 Ciprian, 2019

PC 100.32 ± 56.13 Huanca, 2015

Llama

EE 80.39 ± 71.93 Rodríguez, 2013

EE 101.71 ± 39.52 Ccoiso, 2019

VA 146.20 ± 64.83 Ccoiso, 2019

•  Morfología y morfometría
Los análisis de la morfología del espermatozoide, es una prueba de control, que 
muestra el estado funcional de los testículos, epidídimo y glándulas sexuales 
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de los reproductores (Valverde y Madrigal-Valverde, 2018). La evaluación de 
la morfometría de un espermatozoide, nos permite detectar alteraciones en la 
espermiogénesis y en la maduración epididimaria (Hidalgo et al., 2006), lo que 
permitiría una eficiente selección de reproductores. 

Para evaluar un espermatozoide es necesario fijarlo y teñirlo, para distinguir sus 
diferentes componentes, cabeza, pieza intermedia, cola, acrosoma (Valverde y 
Madrigal-Valverde, 2018), para ello se puede usar hematoxilina de Harris, Diff 
Quik®, Hemacolor®, éstas tinciones tienen influencia en la identificación de las 
diferentes áreas de las células espermáticas (Maroto-Morales et al., 2016) y se 
emplearon para evaluar dichas células de alpacas, llamas y vicuñas (Ordoñez et 

al., 2012; López, 2014; Cucho et al., 2019; Gallegos, 2019; Puelles, 2019). La mues-
tra ya teñida es analizada en el módulo de morfometría del ISAS®, empleando 
el objetivo de 100x de campo claro y la cámara digital de video. En los esperma-
tozoides de camélidos se emplea un tamaño de las cuadrículas de captura de 
video de 768x576x8 bits con 256 niveles de grises. La resolución de las imágenes 
se configura a 0.08 μm/pixel en ambos ejes.

El módulo de morfometría del sistema ISAS®, nos determina características de 
tamaño de la cabeza (longitud, anchura, perímetro y área), de forma (elipticidad, 
elongación, regularidad y rugosidad), también nos dan información de la 
proporción de acrosoma en relación a la cabeza; además proporciona data de la 
pieza intermedia (área y anchura), distancia de inserción de la pieza intermedia 
en la cabeza y el ángulo en que está insertados (Soler et al, 2005) (Figura 2).

Figura 2. Parámetros morfométricos de la cabeza del espermatozoide (Soler et al., 2005)
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En la figura 2, se muestran los parámetros de tamaño de la cabeza del 
espermatozoide: anchura (W; µm), longitud (L; µm), perímetro (P; µm), área 
(A, µm2), el porcentaje de acrosoma, los parámetros de forma: elipticidad, 
rugosidad, elongación y regularidad, que son adimensionales. Los parámetros 
de la pieza intermedia del esperma: distancia (d; µm), anchura (w; µm), área (a; 
µm2) y ángulo de inserción (θ; °). La figura 3, muestra las imágenes teñidas y 
luego digitalizadas de los espermatozoides de alpaca por el sistema ISAS®.

Figura 3. Espermatozoides de alpaca teñidos con Hemacolor®. Izquierda imágenes capturadas 

en el microscopio, derecha imágenes digitalizadas con un sistema ISAS®.

Los parámetros morfométricos se han determinado, en muestras provenientes 
de vagina artificial, electroeyaculación, poscópula y de espermatozoides 
recuperados de los conductos deferentes, en el cuadro 7, se presentan los 
valores obtenidos de semen colectado por electroeyaculación en alpacas, llamas 
y vicuñas y teñidos con Hemacolor®.

de inserción (θ; °). 

Figura 3. Espermatozoides de alpaca teñidos con Hemacolor®. Izquie
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Cuadro 7. Promedio y desviación estándar (DS) de los parámetros morfométricos 
de los espermatozoides de alpaca (Ciprian, 2019), llama (Gallegos, 2019) y vicuña 
(Puelles, 2019), teñidos con Hemacolor® en semen fresco.

Región
Parámetro

morfométrico
Alpaca (n=2060)

Promedio ± DS

Llama

 (n=8866)

Promedio± DS

Vicuña (n=1454)

Promedio ± DS

Tamaño de 
la cabeza

Longitud (µm) 5.80 ± 0.51 5.21 ± 0.41 4.75 ± 0.47

Anchura (µm) 3.16 ± 0.31 3.17 ± 0.27 3.04 ± 0.31

Área (µm2) 15.03 ± 2.03 13.70 ± 1.67 11.89 ±1.75

Perímetro (µm) 17.04 ± 1.75 16.75 ± 1.51 14.96 ±1.62

Forma de la 
cabeza

Elipticidad 1.85 ± 0.22 1.65 ± 0.16 1.57 ± 0.17 

Rugosidad 0.66 ± 0.08 0.62 ± 0.07 0.68 ± 0.09

Elongación 0.30 ± 0.05 0.24 ± 0.05 0.22 ± 0.05

Regularidad 0.96 ± 0.05 0.95 ± 0.05 0.96 ± 0.05

Pieza inter-
media

Anchura (µm) 1.37 ± 0.44 1.39 ± 0.37 1.34 ± 0.47

Área (µm2) 3.71 ± 0.94 2.94 ± 0.82 2.86 ± 0.81

Dist. inserción (µm) 0.22 ± 0.16 0.23 ± 0.17 0.27 ± 0.20

Ang. Inserción (°) 15.28 ± 14.16 9.50 ± 10.99 1.49 ± 0.49

En los últimos años se ha desarrollado una técnica para poder observar la 
morfología de las células espermáticas sin la necesidad de teñirlas, empleando 
el Trumorph® (Soler et al., 2015, 2016). Para ello se utiliza una muestra de 5 µL 
de semen, colocada en un portaobjetos, el cual es introducido en el Trumorph®, 
donde es sometida a una presión de 6 kPa y 60°C por 6 segundos, luego la 
muestra es evaluada usando una iluminación de contraste de fase negativo a 400 
aumentos, con dicha técnica se ha realizado trabajos exploratorios en alpacas 
(Ordoñez et al., 2016), llamas (Cucho et al., 2016) y vicuñas (Puelles, 2019)
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Figura 4. Espermatozoides de llama analizados con el Trumorph®. A: normal, B: piriforme, C: 
alargado, D: delgado, E: redondeados (Cucho  et al., 2016)

•   Espermatozoides vivos
La determinación de esta variable, se puede realizar usando una tinción de 
eosina–nigrosina, colorante de Hancock o utilizando fluorescencia (Tinción 
Duo-Vital® o VitalTest® - Fig. 5), en todos los casos las muestras se analizan en el 
módulo de vitalidad del ISAS®, empleando un objetivo de 40x.

Figura 5. Análisis de vitalidad en espermatozoides de alpaca usando fluorescencia (Duo 
Vital®), y aplicando el sistema ISAS®; verdes: vivos, rojos: muertos (Quispe, 2016). 

En el cuadro 8 se observa el porcentaje de espermatozoides vivos de alpacas y 
llamas colectados por diferentes métodos y evaluados en diferentes momentos 
del proceso de criopreservación.

a 4. Espermatozoides de llama analizados con el Trumorph®. A: normal, B
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Cuadro 8. Promedio y desviación estándar (DS) del porcentaje de espermatozoides 
vivos de alpaca y llama recuperados de la desviación de los conductos deferentes 
(DCD), vagina artificial (VA), post cópula (PC) y electroeyaculación (EE) en 
semen fresco, refrigerado y descongelado

Especie Tinción Método 
colecta

Estado semen
Promedio ± DS 

(%)
Fuente

Alpaca Vital test® DCD Fresco 50.72 ± 1.78 Ccalta, 2017

Duo vital® EE Fresco 63.89 ± 15.01 Huanca, 2015

Duo vital® PC Fresco 70.16 ± 14.33 Huanca, 2015

Eosina – nigrosina VA Fresco 60.78 ± 11.19 Quispe, 2018

Eosina – nigrosina EE Refrigerado 57.82 ± 5.78 Ciprian, 2019

Vital test® DCD Refrigerado 30.07 ±  9.63 Ccalta, 2017

Eosina – nigrosina VA Refrigerado 61.58 ± 11.65 Quispe, 2018

Vital test® DCD Descongelado 13.65 ± 2.54 Ccalta, 2017

Eosina – nigrosina VA Descongelado 44.97 ± 9.43 Quispe, 2018

Eosina – nigrosina EE Descongelado 45.30 ± 9.47 Ciprian, 2019

Llama Eosina - nigrosina    EE Fresco 64.56 ± 13.54 Ccoiso, 2019

Eosina – nigrosina VA Fresco 70.23 ± 13.57 Ccoiso, 2019

DCD: desviación de conductos deferentes; EE: electroeyaculación; PC: poscópula; VA: vagina 

artificial

•  Integridad acrosomal
El estudio de esta variable es importante, ya que permite evaluar los efectos de 
diferentes biotecnologías reproductivas (Giuliano et al., 2012), para su estudio 
empleamos la tinción de Cooomassie Blue, según lo descrito por Fumuso  et al., 
(2014), las observaciones también se realizan a 400 aumentos en el módulo de 
vitalidad del ISAS®. Los espermatozoides con presencia de capuchón acrosomal 
(teñidos de azul), o con ausencia de capuchón acrosomal (sin teñir) se muestran 
en la figura 6, e información sobre esta variable evaluada en La Raya se halla en 
el cuadro 9.

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



73

ANÁLISIS DE SEMEN DE CAMÉLIDOS SUDAMERICANOS ASISTIDO POR COMPUTADORA

Figura 6. Espermatozoides de llama teñidos con la tinción de Coomassie blue. A: 
espermatozoides con acrosoma. B: espermatozoides sin acrosoma (Ccoiso, 2019)

Cuadro 9. Promedio y desviación estándar (DS) del porcentaje de integridad 
acrosomal de espermatozoides de alpaca y llama recuperados de la desviación 
de los conductos deferentes (DCD), vagina artificial (VA), post cópula (PC) y 
electroeyaculación (EE) en semen fresco, refrigerado y descongelado

Especie
Método 

colección

Estado 

semen
Promedio ± DS (%) Fuente

Alpaca

DCD Fresco 68.15 ± 4.81 Ccalta, 2017

VA Fresco 76.46 ± 16.23 Quispe, 2018

PC Fresco 73.84 ± 8.19 Quispe, 2018

VA Refrigerado 65.45 ± 13.62 Quispe, 2018

DCD Refrigerado 33.62 ± 6.01 Ccalta, 2017

VA Descongelado 53.79 ± 8.94 Quispe, 2018

DCD Descongelado 30.76 ± 7.83 Ccalta, 2017

Llama
EE Fresco 59.33 ± 7.16 Ccoiso, 2019

VA Fresco 67.35 ± 11.00 Ccoiso, 2019

DCD: desviación de conductos deferentes; EE: electroeyaculación; PC: poscópula; VA: vagina 

artificial

•  Funcionalidad de la membrana espermática
Esta variable es evaluada con el hypoosmotic swelling test (HOS) (Jeyendran  
et al., 1984), es un método fácil, rápido y efectivo. La prueba de inflamación 
hipoosmótica supone que solo las células con membranas intactas (células vivas) 
se hincharán en soluciones hipotónicas, también sirve como un indicador útil de 
su potencial de fertilidad. 
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Las evaluaciones se realizan con una solución hipoosmótica de 50 mOsm/kg, en 
una proporción de 4:1 en relación a la muestra de semen, luego ésta se incuba 
5 minutos,  la reacción es detenida con una solución formolada (Giuliano et al., 
2002). La reacción de endósmosis se evalúa a 40x. Los espermatozoides con la 
cola enrollada o semi enrollada, se consideran que tienen funcionalidad de la 
membrana espermática (Fig.7); en el cuadro 10, se consigna información de esta 
variable.

Figura 7. Espermatozoides de alpaca sometidos a una solución hipoosmótica de 50 mOsm/kg. 

A: sin reacción. B: con funcionalidad de la membrana espermática (Quispe, 2016)

Cuadro 10. Promedio y desviación estándar (DS) del porcentaje de 
espermatozoides con funcionalidad de la membrana espermática de alpaca y 
llama recuperados de la desviación de los conductos deferentes (DCD), vagina 
artificial (VA), post cópula (PC) y electroeyaculación (EE) en semen fresco, 
refrigerado y descongelado

Especie
Método 

colección

Estado

semen
Promedio ± DS (%) Fuente

Alpaca

DCD Fresco 54.89 ± 4.92 Ccalta, 2017

VA Fresco 53.13 ± 10.90 Quispe, 2018

PC Fresco 68.75 ± 5.21 Quispe, 2018

EE Fresco 45.92 ± 8.91 Ciprian, 2019

DCD Refrigerado 30.82 ± 5.41 Ccalta, 2017

VA Descongelado 41.31 ± 5.74 Quispe, 2018

DCD Descongelado 12.41 ± 2.42 Ccalta, 2017

EE Descongelado 23.45 ± 6.91 Ciprian, 2019

Llama EE Fresco 57.33 ± 8.91 Ccoiso, 2019

VA Fresco 54.30 ± 9.29 Ccoiso, 2019

DCD: desviación de conductos deferentes; EE: electroeyaculación; PC: post cópula; VA: 

vagina artificial
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•  Fragmentación del ADN espermático
La integridad del ADN espermático, es un factor importante en la fertilidad del 
macho, pues es determinante para el éxito en la fecundación, desarrollo normal 
del embrión y posterior feto (Sakkas y Alvarez 2010; Gonsálvez et al., 2008).

La evaluación de la fragmentación del ADN espermático, es realizada con el 
test de la dispersión de la cromatina espermática - SCD (Fernández et al., 2003), 
empleando el kit Halomax®, los detalles técnicos del proceso se han descrito 
en diferentes publicaciones, tanto para el caso de humanos, como para el de 
animales (Fernández et al., 2005; Enciso et al., 2006; Cortes – Gutiérrez et al., 2008; 
Gonsálvez et al., 2008). Los espermatozoides que contienen ADN fragmentado 
presentan un gran halo de difusión de los fragmentos de cromatina, mientras que 
aquellos que no están afectados por roturas en su ADN, no presentan halo o éste 
es muy reducido y compacto (Fig. 8); en el cuadro 11, se muestra información 
del trabajo realizado por Huanca (2015) en alpacas.

Figura 8. Espermatozoides de alpaca sometidos al test de dispersión de la cromatina 
(Halomax®), evaluados en el ISAS®. A: espermatozoides con ADN fragmentado. B: 
espermatozoides con el ADN intacto. Los espermas inferiores muestran demarcadas las áreas 

del núcleo (verde) y halo (rojo)
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Cuadro 11.  Índice de fragmentación de ADN espermático en alpacas
 (Huanca, 2015)

Método de colecta
Espermatozoides 

Fragmentados

Prom. ± DS (%)

Espermatozoides no 
Fragmentados

Prom. ± DS (%)

Criterio de 

evaluación

Electroeyaculación 13.65 ± 18.98 86.35 ± 18.98 Bueno

Poscópula 8.42 ± 10.28 91.57 ± 10.28 Bueno

Desviación de conductos 
deferentes

36.44 ± 22.50 63.56 ± 22.50 Critico

CONCLUSIONES

Desde el año 2011, se viene investigando sobre la fisiología de los espermatozoides 
de alpacas, llamas y vicuñas, a través de tesis de pregrado de estudiantes de la 
Escuela Profesional de Zootecnia de la UNSAAC, generando información objetiva 
de la movilidad, parámetros de movilidad y subpoblaciones espermáticas; 
morfometría y fragmentación del ADN espermático de éstas especies.
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CAPÍTULO IV

RELACIÓN DEL PLASMA SEMINAL CON LOS 
ESPERMATOZOIDES DE SEMEN      FRESCO Y 

CRIOPRESERVADO DE CAMÉLIDOS SUDAMERICANOS

María Ignacia Carretero, Fernanda Gabriela Fumuso y 
María Susana Giuliano 

RESUMEN

E
l plasma seminal (PS) actúa como un medio de transporte para los 

espermatozoides a través del tracto reproductivo de la hembra y del 

macho. Además, regula la osmolaridad del eyaculado a través de los 

componentes inorgánicos, es fuente de energía para los espermatozoides, brinda 

protección buffer frente a los cambios de pH, protege a los espermatozoides 
de los efectos deletéreos de las especies reactivas del oxígeno a través de sus 

agentes antioxidantes y regula la respuesta inmune del tracto reproductivo 

de la hembra. Por otra parte, las proteínas del PS han sido asociadas a eventos 

relacionados con la fertilización como la maduración y capacitación espermática 

y como posible medio de interacción de los espermatozoides con el oviducto y 

el ovocito. Similar a otras especies, en los camélidos sudamericanos (CSA) se ha 

estudiado la composición proteica del PS. Es así que, se determinó que el factor de 

crecimiento nervioso beta (β-NGF) conforma entre el 15 al 45% de las proteínas 
totales del PS de la alpaca, llama y camello; y que no sólo estaría implicado en 

el proceso de ovulación, sino que también, podría tener un rol en la fisiología del 
espermatozoide de llama y del resto de los CSA. Es por esta razón que, se han 

realizado estudios que evalúan el efecto del PS sobre espermatozoides de semen 

fresco y epididimarios de estas especies. Por otra parte, la filancia y elevada 
viscosidad del PS de los CSA, que no disminuyen con la  incubación en el tiempo 

caracterizan los eyaculados de estas especies, diferenciándolos del resto de las 

especies productivas y dificultando el desarrollo de biotecnologías reproductivas. 
En este sentido, en muchas especies, el PS es rutinariamente diluido o removido 

previo al proceso de criopreservación de semen; esto puede tener efectos 

positivos o negativos sobre la función espermática y la fertilidad. También, el 

PS ha sido agregado luego del proceso de criopreservación. Ambas situaciones 

fueron experimentadas en espermatozoides refrigerados y congelados de llama 

y se presentan en este capítulo. A pesar de un notable avance en el conocimiento 
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de las funciones del PS, todavía existen controversias acerca de las acciones del 

PS en la función espermática, en la fertilidad del macho y la relación  de éste 

sobre los espermatozoides criopreservados de CSA.
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INTRODUCCIÓN

D
urante la eyaculación en el tracto reproductivo de la hembra, los 

espermatozoides son transportados en un fluido biológico, el PS. 
Se define al PS como una secreción compleja compuesta por iones 

inorgánicos, azúcares, sales orgánicas, lípidos, enzimas, prostaglandinas, 

proteínas y varios factores producidos por los testículos, epidídimos y glándulas 

sexuales accesorias del macho (Maxwell et al., 2007). Inicialmente, se le otorgó 

al PS un rol de transporte y nutrición; actualmente, debido a su composición, 

principalmente proteínas y otras moléculas como azúcares y lípidos que 

se combinan e interaccionan con compuestos de la superficie de los 
espermatozoides, se ha sugerido que el mismo posee también una función 

biológica (Rodríguez-Martínez et al., 2011). Por ejemplo, las proteínas del 
PS han demostrado tener influencia en la maduración espermática (Dacheux 
y Paquignon, 1980; Dacheux et al., 2005), la estabilización de las membranas 
(Chang, MC., 1957) y la capacitación espermática (Manjunath y Thérien, 2002), 
así como, en la interacción con el oviducto (Gwathmey et al., 2006; Zampini et 

al., 2017) y el ovocito (Töpfer- Petersen et al., 1998). Además, el PS tendría un rol 
indirecto en la reproducción al activar mecanismos inflamatorios e inmunes en 
el tracto reproductivo de la hembra (Bromfield J.J., 2014; Schjenken y Robertson, 
2014; Rath et al., 2016).

Las proteínas del PS han sido objeto de estudio y se han dividido en tres familias 
principales: las adhesinas espermáticas (spermadhesins), las proteínas con 

fibronectina dominios tipos-2 (BSPs: Binder of Sperm Proteins) y las proteínas 
secretoras ricas en cisteína (CRISPs: Cysteine Rich Secretory Proteins) (de Graff 
et al., 2014). La mayor parte de ellas derivan de las glándulas sexuales accesorias 
(de Graff et al., 2014) y su concentración varía entre especies e incluso entre 
individuos de una misma especie (Druart et al., 2013). Tanto el carnero como 
el porcino presentan altas concentraciones de BSPs y adhesinas (de Graff et al., 

2014). Mientras que, el PS del toro contiene elevadas cantidades de BSPs, en 
el equino se detectan altas concentraciones de CRISPs. Por otro lado, la llama, 

alpaca y camello presentan elevadas concentraciones de un factor de crecimiento 

nervioso beta (β- NGF), al que se le ha atribuido un rol principalmente ovulatorio 
(Adams et al., 2005; Druart et al., 2013; de Graff et al., 2014). Pequeñas cantidades 
de este factor han sido identificadas también en especies de ovulación espontánea 
como el toro, el carnero y el padrillo equino (de Graff et al., 2014). Queda por 
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determinar si esta proteína tiene efectos similares en el eje hipotálamo-hipófisis-
gonadal en las especies de ovulación espontánea como el establecido en aquellas 

de ovulación inducida. Otro proteína encontrada en altas concentraciones en el 

PS de alpacas es la mucina 5B, vinculada a la viscosidad y elevada filancia del 
semen de esta especie (Kershaw-Young y Maxwell, 2012).

No obstante, los reportes referidos a los efectos del PS en la fisiología espermática 
son contradictorios, ejerciendo el PS un efecto positivo o negativo en la función 
de  los espermatozoides dependiendo de la especie estudiada. Inclusive, en la 

misma especie se ha observado variabilidad en el efecto que ejerce el PS sobre 
la funcionalidad espermática (Maxwell et al., 1999; O’ Meara et al., 2007; Leahy 

et al., 2010). Se ha hipotetizado que esta variabilidad en la función y efecto del 
PS podría explicarse en parte, por la diferente composición proteica del PS, cuya 

causa, a su vez, podría deberse a las diferencias en el tamaño y estructuras de 
las glándulas accesorias, así como en la presencia de las mismas. Es así que, el 

cerdo presenta glándulas bulbouretrales, próstata y vesiculares grandes en 

tamaño; mientras que, en el carnero y en el toro las glándulas vesiculares son 
grandes, pero las bulbouretrales y la próstata son relativamente pequeñas y 
diseminadas (Maxwell et al., 2007). Los camélidos presentan próstata y glándulas 

bulbouretrales, estando ausentes las glándulas vesiculares (Bravo W.P., 2014). 
Por otro lado, la variabilidad en la composición proteica del PS también se 

ha asociado a los diferentes mecanismos de eyaculación entre las especies. 

Por ejemplo, los rumiantes depositan un eyaculado de bajo volumen y alta 
concentración espermática a nivel de la vagina. El equino y el porcino depositan 

el semen directamente en el útero de la hembra a través de un eyaculado de alto 

volumen y baja concentración espermática (Druart et al., 2013). Mientras que, los 
camélidos depositan un eyaculado filante, de bajo volumen y con un número 
variable de espermatozoides (10 – 600 x 106 espermatozoides/ml) a lo largo 

de todo el tracto reproductivo de la hembra, llegando hasta a la unión útero-
tubárica. Por lo tanto, las diferencias en la composición proteica del PS entre 

las especies podría ser resultado de los diferentes requerimientos que necesita 

el espermatozoide para interaccionar con el tracto reproductivo de la hembra.

En lo que respecta a biotecnologías reproductivas aplicadas en los machos, 

actualmente, muchos trabajos se enfocan en estudiar el efecto del PS en los 
protocolos de refrigeración y congelamiento de semen. Sin embargo, todavía 

existen muchos interrogantes y es posible que, lo que funciona correctamente 

en una especie o en un individuo no funcione en otra/o. En un protocolo de 
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criopreservación los espermatozoides y el PS se exponen a un diluyente con el 

objetivo de minimizar los daños que sufren las células cuando son expuestas a 
las bajas temperaturas. Sin embargo, al diluir el eyaculado se diluye el efecto 
del PS y se desconoce si esa dilución podría afectar la funcionalidad del mismo. 

Por otra parte, durante el servicio natural, los espermatozoides permanecen en 

contacto con el PS un periodo de tiempo relativamente corto. Por ello, uno de 

los interrogantes cuando se congelan muestras de semen, es conocer si hay que 

dejar o retirar el PS; si hay que congelarlo con un cierto porcentaje de PS o si 
hay que agregarlo luego de descongelar las muestras. También, hay que tener 

en cuenta que la composición del PS varía entre los individuos de una misma 

especie y que, esta diferente composición podría generar que un individuo 

congele o refrigere semen mejor que otro.

Actualmente, existe un especial interés en determinar la composición proteica 

del PS y se está avanzado en comprender la acción de tales proteínas sobre la 

funcionalidad de los espermatozoides. El objetivo final es identificar proteínas 
que puedan ser beneficiosas para la formulación de medios de criopreservación 
con vistas a mejorar los porcentajes de preñez mediante inseminación artificial.

PLASMA SEMINAL EN CAMÉLIDOS SUDAMERICANOS

Es de amplio conocimiento que el semen de los CSA presenta características 

particulares, incluyendo un bajo volumen y una concentración espermática 
variable, que limitan el número de experimentos que se puedan realizar en 

una mismo eyaculado (Giuliano et al., 2008; Carretero et al., 2015a; Bertuzzi et 

al., 2020). Además, los espermatozoides de semen fresco presentan movilidad 

oscilatoria con muy baja o nula movilidad progresiva (Giuliano et al., 2010). Sin 
embargo, son las características reológicas del PS, como la filancia y la viscosidad 
estructural elevada (Casaretto et al., 2012) las que más importancia han tenido 
al definir los eyaculados de CSA. A diferencia del equino y porcino, y similar 
al humano y mono, en los CSA el componente viscoso del PS se deposita a lo 

largo de la eyaculación y es distribuido en forma homogénea en la totalidad 

del eyaculado, mientras que, en el porcino y el equino constituye una fracción 

del eyaculado, el gel (Kershaw-Young y Maxwell, 2012). Por otra parte, 
contrario a lo que sucede en el humano (Dunn et al., 1977), la licuefacción del 
semen de CSA no ocurre luego de la incubación del mismo durante 30 hs a 37 
°C o a temperatura ambiente (Apichela et al., 2007) o demora mucho tiempo 
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(24-48 hs) (Garnica et al., 1993). Debido a que el PS de alpaca posee elevadas 
cantidades de glicosaminoglicanos (GAGs), inicialmente, se asoció a los mismos 
con las características reológicas del semen de los CSA, pero las enzimas que 

degradan los GAGs no fueron efectivas para disminuir completamente la filancia 
(Kershaw-Young et al., 2013). Mientras que, el uso de enzimas proteolíticas como 
papaína, proteinasa K, fibrinolisina, tripsina y colagenasa fueron efectivas, 
permitiendo eliminar dicha característica (Bravo et al., 2000; Giuliano et al., 2010; 
Kershaw-Young et al., 2017). Estos resultados sugieren que serían las proteínas 
y no   los GAGs las responsables de la filancia del PS de los CSA (Kershaw-
Young et al., 2017). Dentro de ellas, la mucina 5B es definida como una proteína 
formadora de gel y sería aportada por las glándulas bulbouretrales durante 

la eyaculación (Apichela et al., 2014). Esta proteína es 5 veces más elevada en 
muestras con alta filancia respecto a muestras de baja filancia (Kershaw-Young 
y Maxwell, 2012). Apoyando esta hipótesis, Apichela et al. (2014) observaron 
que los eyaculados provenientes de un macho al cual se le habían extirpado las 

bulbouretrales carecían de filancia. Por otra parte, es interesante remarcar que, 
Casaretto et al. (2012) determinaron que la filancia y la viscosidad estructural 
son características reológicas diferentes del PS de la llama. Estos autores no 

encontraron relación entre la formación de hilo (filancia) y la viscosidad 
estructural medida objetivamente mediante un viscosímetro; es decir, algunas de 
las muestras que presentaban elevada viscosidad estructural no formaban hilo 

al ser manipuladas. Adicionalmente, no observaron diferencias significativas en 
la viscosidad estructural entre muestras tratadas y no tratadas con colagenasa, 

sin embargo, las muestras tratadas con la enzima no presentan filancia, mientras 
que la misma se conservaba en las muestras no tratadas (Casaretto et al., 2012). 
Estos resultados confirman que la viscosidad estructural y la filancia son 
características reológicas diferentes del PS de los CSA.

Con respecto al manejo del semen, estas características reológicas dificultan 
el manejo de los eyaculados y, consecuentemente, el desarrollo de protocolos 
de criopreservación de semen así como, de otras técnicas de reproducción 

asistida. Es de conocimiento que la filancia y viscosidad de los eyaculados de 
CSA impiden la correcta separación de los espermatozoides del PS, la dilución 

y homogeneización de las muestras con los diluyentes y crioprotectores, la 

separación en alícuotas y el envasado en las pajuelas (Carretero et al., 2015a; 
Fumuso et al., 2019). Además, algunas técnicas de evaluación de semen como 
la citometría de flujo no pueden utilizarse en los CSA debido a la presencia 
del PS. Por todas estas razones se han utilizado la centrifugación a elevada 

velocidad (13.400 rpm) o la incubación del semen con diferentes enzimas para 
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separar los espermatozoides del PS y mejorar la manipulación de las muestras, 
respectivamente (Bravo et al., 2000; Giuliano et al., 2010; Kershaw-Young y 
Maxwell, 2011; Morton et al., 2012; Kershaw-Young et al., 2013; Carretero et al., 

2015a; Kershaw et al., 2017; Fumuso et al., 2018a). Las centrifugaciones a elevada 
velocidad se han utilizado con el objetivo de obtener muestras de PS que 
posteriormente se adicionaron a espermatozoides para estudiar su efecto sobre 

la fisiología espermática, es decir, los espermatozoides resultantes de esas 
centrifugaciones no se han empleado en los diferentes experimentos, dado que, 

podrían estar dañados (Kershaw-Young y Maxwell, 2011; Fumuso et al., 2018a)

La tripsina, fibrinolisina y proteinasa K permitieron disminuir la filancia de los 
eyaculados de llama y alpaca, pero con todas se observaron efectos perjudiciales 
en la función espermática (Bravo et al., 2000; Kershaw-Young et al., 2013). Algunos 
estudios han reportado efectos deletéreos respecto al uso colagenasa (Morton 

et al., 2008). Mientras que, en nuestro laboratorio la incubación de semen de 
llama con una  solución de colagenasa (1 mg/ml) en HEPES-TALP demostró ser 
eficaz para eliminar la filancia de las muestras, separar los espermatozoides del 
PS e inducir movilidad espermática progresiva (Conde et al., 2008; Giuliano et 

al., 2010) y así, conseguir la primera preñez a nivel mundial en CSA a partir 
de embriones obtenidos mediante fertilización in vitro (Trasorras et al., 2014). 
La diferencia entre estudios podría deberse a la concentración final de enzima 
utilizada, si bien Morton et al., utilizaron concentraciones iniciales similares 

a las nuestras (1 mg/ml), la concentración final de enzima fue superior dado 
que utilizaron diluciones 1:1, mientras que en nuestro caso la dilución fue 1:4 
(enzima:semen). La papaína, enzima presente en la papaya ha permitido reducir 

la fiancia en muestras de semen de alpaca, sin embargo, se observó daño a nivel 
del acrosoma espermático cuando las muestras fueron expuestas durante 10 min 
a 1 hora en concentraciones de 0,5 a 4 mg/ml (Morton et al., 2008). Contrariamente, 
Kershaw-Young et al. (2013) observaron que la papaína fue efectiva para reducir 
la filancia del semen de alpacas sin afectar la movilidad, viabilidad, acrosoma y 
el ADN de los espermatozoides, cuando la utilizaron a una concentración de 0,1 
mg/ml, menor a la empleada por Morton et al. (2008). Por lo que, estos autores 
sugieren que la incubación con papaína podría ser utilizada previo al proceso 

de criopreservación para facilitar el manejo del semen. Recientemente, se ha 
logrado separar espermatozoides de semen fresco de llama del PS utilizando 

una columna de Androcoll-ETM mediante centrifugación a baja velocidad 
prescindiendo del uso de enzimas. Sin embargo, la recuperación espermática 

fue baja como para permitir obtener un adecuado pellet espermático para su 
criopreservación (Bertuzzi et al., 2020). Interesantemente, las muestras que fueron 
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procesadas por dicho coloide no formaron hilo luego de resuspender el pellet 

obtenido en medio HEPES- Ham, sin embargo los espermatozoides conservaron 
la movilidad oscilatoria. Estos resultados indicarían que el patrón de movilidad 

de los espermatozoides de llama no estaría relacionado a la formación de hilo 

confirmando lo observado en un estudio previo (Fumuso et al., 2018a). A su vez, 
estos resultados sugieren que con este procedimiento a pesar de remover el PS y 

perder la filancia, algunos componentes   del PS podrían permanecer adheridos 
a la membrana espermática generando un efecto mecánico microscópico y/o 

una interacción molecular que impediría que los espermatozoides adquieran 

movilidad progresiva (Bertuzzi et al., 2020).

Similar a otras especies, en los CSA se han realizado estudios para determinar la 

composición proteica del PS (Druart et al., 2013; Sari et al., 2018). Dichos trabajos 
determinaron que el β-NGF conforma alrededor del 15 al 45% de las proteínas 
totales del PS de la llama, alpaca y camello (Tanco et al., 2011; Druart et al., 2013; 
Fatnassi et al., 2017). Dicho factor presente en el PS no solo estaría implicado 
en el proceso de ovulación de las hembras de camélidos, sino que también, 

podría jugar un rol sobre el espermatozoide de llama y del resto de los CSA. 
Sari et al. (2018) confirmaron mediante inmunohistoquímica la presencia del 
receptor del factor β-NGF (TrKA) tanto en espermatozoides epidídimarios como 
en espermatozoides provenientes de eyaculados de llama. Sin embargo, sólo 

observaron presencia del β- NGF unido a la pieza media en los espermatozoides 
del eyaculado estando ausente en los epidídimarios, indicando que dicho factor 

es aportado por el PS durante la eyaculación y que la próstata sería el principal 

sitio de producción del mismo en  estas especies (Bogle et al., 2018; Sari et 

al., 2018). Además, la presencia de receptores TrKA en la pieza media, sitio de 
localización de las mitocondrias, podría sugerir la participación del β-NGF en el 
patrón de movilidad oscilatorio característico del espermatozoide de eyaculado 

de llama (Sari et al., 2018) y posiblemente del resto los camélidos. Por otro lado, 
Zampini et al. (2017) determinaron que la proteína SL15 perteneciente a la familia 
de las lecitinas se encuentra en el PS de la llama y podría ser la responsable de 

la formación del reservorio espermático al unirse a la N- acetilgalactosamina 
presente en el epitelio oviductal (Apichela et al., 2014). Estos autores, sirvieron 
hembras de llama con machos con y sin glándulas bulbouretrales observando 

que a las 24 hs del servicio los espermatozoides permanecían adheridos al 
epitelio de la unión útero tubárica sólo en hembras servidas con el macho con 

bulbouretrales. Mientras que, no se observaron espermatozoides adheridos 

a la mucosa oviductal en las hembras servidas con el macho que no tenía 

bulbouretrales (Apichela et al., 2014). Estos resultados indican que el PS y 
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en particular las secreciones de las glándulas bulbouretrales participan en la 

formación del reservorio espermático en la llama. Teniendo en cuenta que son 

especies de ovulación inducida y que, en promedio la alpaca ovula a las 26 hs 

y la llama a las 30 hs post-servicio (San-Martin et al., 1968; Ratto et al., 2006), la 

formación de un reservorio en el tracto reproductivo de la hembra que permita 

mantener a los espermatozoides viables a la espera del ovocito, resulta crítico en 

estas especies.

EFECTO DEL PLASMA SEMINAL SOBRE ESPERMATOZOIDES DE 
SEMEN FRESCO DE CSA

Dada la importancia del PS en los CSA se han realizado algunos estudios 

que evalúan el efecto del mismo sobre espermatozoides epididimarios o de 

semen fresco en estas especies. Un trabajo realizado en alpacas reporta que 
una concentración final de 10% de PS conserva la movilidad espermática, la 
integridad acrosómica y la viabilidad de espermatozoides de epidídimo y de 

semen fresco durante 3 horas de incubación a 37 °C  (Kershaw-Young y 
Maxwell, 2011). Un estudio realizado en nuestro laboratorio en semen fresco 
de llama obtenido mediante electroeyaculación (Figura 1), evidenció que el PS 

está involucrado en el patrón de movilidad de los espermatozoides. En dicho 

trabajo observamos que cuando se resuspendío el pellet de espermatozoides 
con PS, luego de haber adquirido un patrón progresivo de  movilidad 

a partir de una incubación enzimática, los mismos retomaban el patrón de 

movilidad oscilatoria (MO) característico del semen fresco. En cambio, si se 

utiliza un medio diferente al PS, como el HEPES-TALP (HT) para resuspender 
el pellet, la movilidad espermática era mayormente progresiva y con mayor 

vigor. A su vez se observó un descenso significativo de la movilidad total (MT) 
a las 3 hs de incubación en las muestras con PS, mientras que se conservó en 
las muestras resuspendidas   en HT (Carretero et al., 2015b). Con el objetivo de 
evaluar otros porcentajes de PS, realizamos un estudio utilizando 0, 10, 50 y 
100% de PS en HT e incubando las muestras a 37 °C durante 3 hs (Fumuso et al., 

2018a). Similar al experimento anterior, las muestras con bajos porcentajes de 
PS (0 y 10%) presentaron mayores porcentajes de movilidad progresiva (MP). 
Las muestras incubadas con 100% de PS presentaron sólo MO mientras que, las 
incubadas con 50% de PS presentaron ambos tipos de movilidad (MO y MP). 
Por otra parte, la MT de las muestras con 0, 10 y 50% de PS se conservó a lo largo 
de las 3 hs de incubación mientras que, similar al estudio previo, se observó un 
descenso significativo de la misma en las muestras con 100% PS. Estos resultados 
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permitieron validar el trabajo anterior y demostraron que, según el porcentaje 
de PS agregado a los espermatozoides de semen fresco de llama, varía el 

patrón de movilidad que predomina en las muestras. Es así como, las muestras 

incubadas con mayores porcentajes de PS presentaron mayores porcentajes de 
espermatozoides con MO. Mientras que, las muestras con menores porcentajes 
de PS presentaron mayores porcentajes de espermatozoides con MP. El patrón 
de MO característico de los espermatozoides de CSA ha sido atribuido a las 

características reológicas particulares del semen de estas especies. Es asi que, se 

ha propuesto que el PS ejercería un efecto mecánico sobre los espermatozoides 
impidiendo que se desplacen en forma progresiva y sólo oscilen en el lugar 

(Lichtenwalner et al., 1996; Von Baer y Helleman 1998; Bravo et al., 1999; Brown 
B.W., 2000). Sin embargo, podrían existir interacciones más complejas entre los 
espermatozoides de estas especies y el PS, donde diversos componentes del 

mismo  podrían actuar a nivel molecular sobre la membrana y/o incluso tener 

una acción bloqueando la movilidad de los espermatozoides. Reforzando dichas 

hipótesis, se ha observado que la simple dilución de los eyaculados de llama no 

induce a los espermatozoides a adquirir MP (Giuliano et al., 2010). A su vez, se 
observó que el uso de medios de criopreservación con yema de huevo, permiten 

que los espermatozoides de llama adquieran MP, aún cuando las muestras 

diluidas conservan las características reológicas propias de los eyaculados de los 

CSA como la filancia (Bravo y col., 1996; Giuliano S.M., observación personal; 
Fumuso et al., 2019). Como se mencionó previamente, al separar espermatozoides 
de semen fresco de llama no tratado enzimáticamente del PS mediante el pasaje 
a través de Androcoll-ETM, observamos que los espermatozoides conservaron 

la MO (Bertuzzi et al., 2020). Pensamos que, a pesar de remover el PS mediante 

el coloide y, consecuentemente, perder la filancia; algunos componentes del PS 
podrían permanecer adheridos a la membrana espermática generando un efecto 

mecánico microscópico y/o una interacción molecular que impediría que los 

espermatozoides adquieran movilidad progresiva (Bertuzzi et al., 2020). Todas 

estas observaciones (Bravo et al., 1996; Giuliano S.M, observación personal; 
Bertuzzi et al., 2020) se respaldan con los resultados de Fumuso et al. (2018a), 
quienes observaron MO en muestras con ausencia de filancia (50% de PS a 
las 3 hs) e incluso también se observaron espermatozoides con un patrón de 
movilidad oscilatorio en muestras sin PS (0% de PS a las 0; 1,5 y 3 hs), reforzando 
una hipótesis de tipo molecular más que mecánica para la acción del PS sobre 

la movilidad de los espermatozoides de llama. Por otra parte, Fumuso et al. 

(2018a) observaron que los espermatozoides incubados con 0, 10 y 50% de PS 
conservaron la funcionalidad de la membrana y la viabilidad a lo largo de la 

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



91

RELACIÓN DEL PLASMA SEMINAL CON LOS ESPERMATOZOIDES DE SEMEN FRESCO Y 

CRIOPRESERVADO DE CAMÉLIDOS SUDAMERICANOS

incubación, mientras que, se observaron un descenso de ambas características a 

las 3 hs de incubación en las muestras con 100% de PS.

Además, a las 3 hs de incubación, las muestras que presentaron el mayor 
porcentaje de espermatozoides vivos con sus acrosomas intactos fueron las 
incubadas con 50% PS, aunque esta diferencia no fue   significativa. Es interesante 
remarcar también que, en todos los tiempos de incubación, las muestras 

con bajas concentraciones de PS (0 y 10%) tuvieron un mayor porcentaje de 
espermatozoides vivos con acrosomas reaccionados respecto a las muestras con 

altas concentraciones de PS (Fumuso et al., 2018a). Estos resultados indicarían 
que la ausencia de PS o su presencia en bajo porcentaje en presencia de HT, sería 
beneficioso para que los espermatozoides reaccionen, conserven su viabilidad 
y se puedan utilizar en un protocolo de fertilización in vitro (FIV). La obtención 
de embriones de llama por FIV, prescindiendo de la utilización de agentes 
capacitantes y utilizando espermatozoides de semen fresco en ausencia de PS 

refuerzan esta hipótesis (Conde et al., 2008; Trasorras et al., 2012; 2014). Además, 
los mayores porcentajes de espermatozoides con acrosomas reaccionados se 
observaron en las muestras sin PS (0%), tanto en las  muestras evaluadas con 
FITC-PNA/PI (Fluorescein Isothiocyanate-Arachis hypogea agglutinin/Propidium 

Iodide) como en aquellas teñidas con Coomassie Blue (Figura 2). Estos resultados, 

indicarían que seria necesario agregar un cierto porcentaje de PS para evitar 
la reacción acrosomal espontánea (Fumuso et al., 2018a). Reforzando esta 
hipótesis, en porcinos se observó que la adición de 10% de PS a los medios de 
fertilización in vitro evitó la penetración espermática en los ovocitos, sugiriendo 

que esta inhibición podría ser causada por los factores decapacitantes del PS 

(Suzuki et al., 2002). A su vez, Kershaw-Young y Maxwell (2011) observaron 
menores porcentajes de acrosomas intactos en espermatozoides epididimarios 
de alpaca incubados sin PS (0%) respecto a las muestras incubadas con 10 y 
100%. Estos estudios y el nuestro, donde las muestras con mayores porcentajes 
de PS presentaron mayores porcentajes de espermatozoides con acrosomas 
intactos, refuerzan la idea de que factores presentes en el PS podrían inhibir 

reversiblemente el proceso de capacitación y que la ausencia de tales factores 

podrían llevar a una capacitación espontánea y consecuente reacción acrosomal.

En otro estudio, evaluamos el efecto de diferentes porcentajes de PS (0, 10 y 50%) 
sobre espermatozoides de semen fresco de llama diluidos en lactosa - yema de 
huevo (LY) a tiempo 0 hs (Carretero et al., 2016). Esto se realizó con el objetivo 
de determinar si el efecto del PS en LY era similar al que se observó cuando 
diluimos los   espermatozoides con PS en HT. A pesar de presentar diferentes 
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porcentajes de PS, en todas las muestras se observó un patrón progresivo 
de movilidad, siendo prácticamente nula la movilidad oscilatoria. Como se 

mencionó previamente, la yema  de huevo induciría un cambio en el patrón de 

movilidad de los espermatozoides de llama, pudiendo el predominio de MP 

en todas las muestras aún en aquellas con 50% de PS, deberse a la yema de 
huevo del medio de dilución. Por otra parte, a diferencia de lo que observamos 

en las muestras diluidas en HT, no se observaron diferencias significativas en el 
porcentaje de espermatozoides vivos con acrosomas intactos entre las diferentes 
concentraciones de PS evaluadas (0, 10 y 50%). Esta diferencia en los resultados 
entre las muestras diluidas en HT y las diluidas en LY, podrían deberse a que 
la yema de huevo podría interactuar con factores capacitantes del PS y de esta 

manera, impedir la capacitación y reacción acrosomal.

A partir de los resultados observados en nuestros estudios respecto al efecto 

del plasma seminal en los espermatozoides de semen fresco de llama podemos 

concluir que:

• El patrón de movilidad del espermatozoide de semen fresco de llama está 

influenciado por el plasma seminal y por la proporción en que éste se 
encuentra presente en el medio.

• La presencia de movilidad oscilatoria en muestras sin filancia, como las 
procesadas por Androcoll-ETM y diluidas en HEPES-ham, indicarían que el 
efecto que ejerce el PS sobre la movilidad de los espermatozoides se produciría 
mediante una acción de tipo molecular más que mecánica.

• La presencia de yema de huevo en el medio de dilución induciría a los 

espermatozoides de llama a moverse progresivamente aún en muestras con 

50% de PS.
• Sería necesario agregar a los medios un cierto porcentaje de plasma seminal 

que ejerza un rol decapacitante para evitar la reacción acrosomal espontánea 
en los espermatozoides de semen fresco de llama.

• El uso de 100% de plasma seminal no es capaz de mantener a los espermato-
zoides de semen fresco de llama móviles, viables y con sus membranas fun-
cionales durante 3 hs. Determinando que es necesario incorporar un medio de 
sostén a los espermatozoides además del plasma seminal para mantener a los 

mismos viables y funcionales en el tiempo.

• La yema de huevo presente en el medio de dilución podría prevenir 

la capacitación espermática y consecuente reacción acrosomal en los 

espermatozoides de semen fresco de llama.
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Figura 1. Maniobra de extracción de semen de llama bajo anestesia general, vástago de 
estimulación y equipo de electroeyaculación (Director et al., 2007).

Figura 2. Espermatozoides de llama teñidos con la tinción de Azul de Coomassie 
(Coomassie Blue) utilizada para evaluar el acrosoma mediante microscopía óptica (1000X). A: 
espermatozoides con acrosomas presentes (teñidos), B y C: espermatozoides sin acrosomas 
(no teñidos).

EFECTO DEL PLASMA SEMINAL EN ESPERMATOZOIDES CRIOPRE-
SERVADOS DE CSA

En muchas especies, el PS es rutinariamente diluido o removido durante el 

proceso de criopreservación de los espermatozoides; esto puede tener efectos 

positivos o negativos sobre la función espermática y la fertilidad (Maxwell et al., 

2007). También, el PS ha sido agregado luego del proceso de criopreservación 

con el fin de preservar la sobrevida espermática en el tiempo (Nöthling et al., 
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2005; O’ Meara et al., 2007; Sabatini et al., 2014). En los CSA, la mayoría de los 
protocolos de criopreservación de semen utilizados no remueven el PS durante 

el procesamiento de las muestras, es decir el diluyente es agregado al eyaculado 

completo (Bravo et al., 1996; Aller et al., 2003; Vaughan et al., 2003; Santiani et al., 

2013; Giuliano y col., 2012; Carretero et al., 2015a, Stuart et al., 2019). Sin embargo, 
como se mencionó previamente, las características reólogicas del semen de los 

CSA dificultan la homogenización de las muestras con los diluyentes, es por 
esto que, muchos de los estudios mencionados utilizaron enzimas proteolíticas 

como la colagenasa y la papaína que facilitan la manipulación de las muestras de 

semen a criopreservar (Carretero et al., 2015a; Stuart et al., 2019).

Los primeros estudios en los que evaluamos el efecto del PS en la criopreservación 

de semen de llama se realizaron en el 2017 y tuvieron como objetivo evaluar 
el efecto del PS y de una solución de colagenasa sobre espermatozoides 

refrigerados y congelados de llama (Carretero et al., 2017a, 2017b). Los protocolos 
de conservación de las muestras fueron: en presencia de PS y colagenasa 

(protocolo A) y en ausencia de PS y colagenasa (procotolo B). Con respecto a la 

refrigeración, ambos protocolos preservaron la viabilidad y funcionalidad de 

membranas. El protocolo A mostró menor movilidad (total y progresiva) y el 

protocolo B mayor porcentaje de espermatozoides con cromatina descondensada 
(Carretero et al., 2017a). Estos resultados muestran que la refrigeración de semen 
de llama utilizando el protocolo A resulta ser más sencilla para trabajar a campo, 
ya que no requiere centrifugar las muestras para eliminar el PS. Sin embargo, 

sería necesario probar ambos protocolos mediante inseminación artificial (IA) 
para determinar tasas de preñez. Con respecto al congelamiento profundo, no 
se observaron diferencias significativas en ninguna de las variables estudiadas 
(movilidad, viabilidad y estado acrosomal) entre el protocolo A y el B. Zea et al. 

(2015) tampoco observaron diferencias significativas en la movilidad, viabilidad 
y funcionalidad de membranas en espermatozoides de alpaca obtenidos por 

desviación de conducto deferente y criopreservados en presencia y ausencia de 

PS. De forma similar, Jiménez et al. (2016) no observaron diferencias significativas 
en la movilidad, viabilidad y potencial de membrana en espermatozoides de 

epidídimo de alpaca congelados con diferentes concentraciones de PS (0, 5, 10 y 
15%). Sin embargo, a diferencia de la refrigeración, en las muestras congeladas 
observamos un descenso significativo de todas las variables espermáticas 
evaluadas con respecto al semen fresco (Carretero et al., 2017b).

La criopreservación de semen produce cambios irreversibles en los 

espermatozoides como: pérdida de la integridad de la membrana (Rasul et 
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al., 2001), daños en el acrosoma (Jones y Stewart, 1979), alteraciones del ADN 
(Linfor y Meyers, 2002; Carretero et al., 2015a) y modificaciones del citoesqueleto 
(Holt y North, 1991). Se ha postulado que los factores “decapacitantes” del PS 
se unirían a la superficie espermática retardando o previniendo la capacitación 
espermática (Maxwell et al., 2007). Como mencionamos previamente, sería 

necesario agregar un cierto porcentaje de PS al medio para evitar la reacción 
acrosomal espontánea en espermatozoides de semen fresco de llama. A partir 

de estos resultados, nos resultó interesante evaluar si lo mismo sucede en los 

espermatozoides congelados- descongelados de llama. Para corrobar esto se 
diseñaron dos experimentos en los cuales se evalúo el efecto del agregado de 
diferentes porcentajes de PS (0, 10 y 50%) previo a la criopreservación (Fumuso 
et al., 2019) y al descongelamiento de las muestras (Fumuso et al., 2020).

En lo que respecta al agregado de PS previo al proceso de criopreservación, 

similar a estudios previos, observarmos una disminución significativa en la 
movilidad espermática, funcionalidad de membrana y en el porcentaje de 
espermatozoides vivos con acrosomas intactos en las muestras congeladas con 

0, 10 y 50% de PS con respecto al semen fresco. También observamos un aumento 
en el porcentaje de espermatozoides muertos con acrosomas reaccionados en 
las muestras descongeladas indicando que, el protocolo de congelamiento-
descongelamiento utilizado induce cambios similares a la capacitación, fenómeno 

llamado “criocapacitación” como se ha observado en la criopreservación de 
espermatozoides de otras especies (ovino: Pérez et al., 1996; porcino: Maxwell 
y Johnson, 1997; bovino: Cormier et al., 1997 y equino: Neild et al., 2003). Previo 
al congelamiento, no se observó formación de hilo (filancia) en las muestras sin 
PS, mientras que, se observó filancia en dos de las muestras diluidas con 10% 
de PS y en siete de las muestras con 50% de PS. A pesar de presentar filancia, 
sólo en cuatro muestras diluidas con 50% de PS se observó MO (rango: 5 - 
40%). Como se mencionó previamente, atribuimos este comportamiento a la 
presencia de yema de huevo en el diluyente de criopreservación que induciría 

a los espermatozoiedes de llama a moverse progresivamente. Además, la yema 

de huevo podría unirse a las membranas de los espermatozoides y así interferir 

con el efecto del PS. Esto último se refuerza con el hecho de que no observamos 

diferencias significativas en la MP entre las muestras diluidas con los diferentes 
porcentajes de PS (0, 10 y 50%).

Al comparar las características de las muestras descongeladas, se observó 

formación de hielo en una de las muestras que había sido congelada con 10% de 
PS y en siete de las muestras que se congelaron con 50% de PS. Por otra parte, 
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se observaron mayores porcentajes de espermatozoides con MP y MT en las 
muestras congeladas con 0 y 10% de PS respecto a las congeladas con 50% de 
PS. Sin embargo, no observamos diferencias en la funcionalidad de membrana, 

viabilidad, estado acrosomal y el ADN entre las muestras descongeladas (Figura 
3) (Fumuso et al., 2019).

Respecto al efecto del agregado de PS a las muestras luego del descongelamiento, 

en este estudio los eyaculados fueron incubados con colagenasa, se centrifugaron 

y el pellet obtenido se resuspendió en un diluyente para su congelamiento. 

Luego, las muestras se descongelaron y se agregaron diferentes porcentajes de 
PS: 0, 10 y 50% y se incubaron a 37 °C durante 3 hs, realizando evaluaciones a 
las 0; 1,5 y 3 hs. La incubación (37 °C) y la evaluación de los espermatozoides 
en el tiempo (3 hs) se realizó con el objetivo de acercarnos a las condiciones 
biológicas que experimenta el espermatozoide en el tracto reproductivo de la 

hembra luego de la IA. Similar al estudio anterior, observamos una disminución 

significativa en la movilidad espermática, funcionalidad de membrana y en el 
porcentaje de espermatozoides vivos con acrosomas intactos en las muestras 
congeladas-descongeladas con respecto al semen fresco. A diferencia del estudio 
anterior, ninguna de las muestras descongeladas (0, 10 y 50% de PS) presentó 
filancia en ninguno de los tiempos de evaluación (0; 1,5 y 3 hs). Sólo se observó 
MO en las muestras con 50% de PS a las 3 hs de incubación, aunque la misma 
fue prácticamente nula (0,2 ± 1,8%). Este resultado fue inesperado, dado que 
esperábamos observar mayor porcentaje de espermatozoides con MO en las 
muestras con el agregado de 50% de PS. Se ha reportado en algunas especies que 
la criopreservación modifica la membrana plasmática de los espermatozoides 
a nivel estructural, alterando ambos la fluidez y la composición bioquímica, y 
muchos de esos cambios podrían ser irreversibles (Bailey et al., 2000; Watson, 

P.F., 2000). Estos cambios podrían afectar sitios de acción del PS en la membrana 
y esto podría parcialmente explicar la falta de MO observada en las muestras 

con mayores porcentajes de PS. Una de las proteínas que podría estar relaciona 
con el patrón de movilidad es el β-NGF presente en altas concentraciones en 
el PS de camélidos (Druart et al., 2013). Castellini et al. (2019) reportaron que el 
espermatozoide de conejo posee dos receptores de β-NGF (TrKA y p75NTR), 
y que ambos se relacionan con la movilidad espermática. Como se mencionó 

previamente, aunque observamos una influencia del PS en el patrón de movilidad 
del espermatozoide de semen fresco de llama (Carretero et al., 2015b; Fumuso 
et al., 2018a), aún no se ha explorado el efecto del β-NGF en el patrones de 
movilidad de los camélidos. Sin embargo, la presencia de unos de los receptores 

en la pieza media del espermatozoide de llama (Sari et al., 2018) sugiere una 
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posible implicancia del factor en el patrón de movilidad de los espermatozoides 

de CSA. En este sentido, la criopreservación podría modificar el receptor del 
β-NGF en la membrana espermática modificando el patrón de movilidad, esta 
hipótesis necesita ser estudiada. Otra explicación para la casi nula MO, podría 

ser la yema de huevo en el diluyente que como mencionamos no sólo induciría 

a los espermatozoides de llama a adquirir un patrón progresivo de movilidad, 

sino que además podría interferir con los factores del PS (Fumuso et al., 2019). 
También, observamos una disminución en el porcentaje de espermatozoides con 
membranas funcionales en las diferentes muestras (0, 10 y 50 % de PS) a lo largo del 
tiempo. No se observaron diferencias en el porcentaje de espermatozoides vivos 
con acrosomas intactos entre las diferentes muestras en los tiempos evaluados, sin 

embargo, se observó un aumento en el porcentaje de espermatozoides muertos 
con acrosomas reaccionados a las 3 hs de incubación respecto a la hora 0. Se 
ha reportado que proteínas del PS pueden prevenir la capacitación al unirse al 

espermatozoide y estabilizar las membranas (Maxwell et al., 2007; Muiño-Blanco 
et al., 2008). Como ya mencionamos, el congelamiento-descongelamiento de las 
muestras producen cambios en la membranas de los espermatozoides y estos 

cambios pueden predisponer a que las células reaccionen espontáneamente, 

un fenómeno llamado “criocapacitación” observado en diferentes especies e 
incluso en la llama (Fumuso et al., 2019). Cambios observados en la membrana de 
espermatozoides de conejo que fueron inducidos a sufrir la reacción acrosomal 
(Castellini et al., 2019), refuerzan la hipótesis de que la criopreservación podría 
modificar sitios específicos de acción de los factores decapacitantes del PS. 
Estos autores observaron una disminución en aproximadamente un 50% de las 
células positivas al TrKA en las muestras inducidas respecto a las no inducidas. 

Nuevamente, el PS no podría ejercer su rol protector en los espermatozoides 
congelados-descongelados de llama debido a modificaciones en los receptores 
de la membrana a consecuencia de la criopreservación.

A partir de los resultados observados en nuestros estudios respecto al efecto 

del plasma seminal en espermatozoides criopreservados de llama podemos 

concluir que:

• Ambos protocolos de refrigeración utilizados, tanto en presencia como 

ausencia de plasma seminal y colagenasa, conservaron la viabilidad y 

funcionalidad de membrana de los espermatozoides de llama.

• La adición de PS (10 y 50%) previo al proceso de criopreservación de 
espermatozoides de llama, con el diluyente base utilizado y la curva de 
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congelamiento profundo empleada, no tendría un efecto protector frente al 

daño por congelamiento.
• La adición post-descongelación de 10% y 50% de plasma seminal fue incapaz 

de preservar la movilidad espermática o mejorar la supervivencia de los 
espermatozoides congelados-descongelados de llama.

• Se observó formación de hilo en muestras que no tenían movilidad oscilatoria, 

reforzando la idea que la filancia y el patrón de movilidad son características 
independientes en el semen de los CSA.

• Los diluyentes que contienen yema de huevo inducen a los espermatozoides 

congelados-descongelados de llama a moverse progresivamente, aún en 
muestras que presentan filancia.

• Los protocolos de criopreservación utilizados generarían un estado de 

“criocapacitación” en los espermatozoides de llama y consecuentemente los 
acrosomas reaccionarían espontáneamente.

• Los protocolos de criopreservación utilizados podrían modificar sitios de la 
membrana espermática impidiendo que el PS cumpla su función.

Figura 3. Espermatozoides de llama evaluados con la técnica del halo o de dispersión de 
la cromatina espermática (SCD: Sperm Chromatin Dispersion): HG) Espermatozoide 
con halo grande, HM) Espermatozoide con halo mediano, HP) Espermatozoide con halo 
pequeño y SH) Espermatozoide sin halo (1000x). Las categorías HG y HM corresponden a 
espermatozoides con ADN intacto, mientras que HP y SH corresponden a espermatozoides 
con ADN fragmentado.

INSEMINACIÓN ARTIFICIAL CON SEMEN CONGELADO

En los CSA, el uso de la IA con semen criopreservado es una biotecnología 

escasamente utilizada debido a los bajos índices de preñez que se obtienen con 
la misma, limitando su aplicación a campo. A su vez, existen pocos reportes que, 

además de las pruebas de diagnóstico in vitro realicen pruebas biológicas con 

semen congelado.
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Debido a que ninguno de los protocolos de criopreservación que utilizamos 

mostró superioridad sobre el otro al evaluar el efecto del PS sobre las características 

espermáticas in vitro (Fumuso et al., 2019; 2020) se decidió inseminar con 
el protocolo más sencillo (0% de PS). Para ello se utilizó un diluyente a base 
de lactosa-yema de huevo con 7% de dimetilformamida y un protocolo de 
congelamiento profundo que incluye un descenso rápido de la temperatura 

(Figura 4). Se utilizó Receptal® (Buserelina) para inducir la ovulación de las 

hembras que presentaron un folículo ≥ 7 mm en fase de crecimiento. Realizamos 
la IA una vez confirmada la ovulación mediante ultrasonografía debido a que, 
previamente se observó preñez con semen refrigerado de llama sólo en aquellas 
hembras en las que se había inseminado una vez confirmada la ovulación 
(Giuliano et al., 2012). La dosis inseminante se depositó en la cercanía de la 
papila uterina en el cuerno uterino ipsilateral al ovario con el folículo ovulatorio. 

Por esta razón y porque la IA se realizó sobreovulación se decidió no incorporar 

PS durante la IA, dado que no sería necesaria la formación de un reservorio 

espermático oviductal. Los porcentajes de preñez utilizando dicha metodología 
fueron del 0%, siendo el intervalo desde la inducción hasta la detección de la 
ovulación de 28,8 ± 1,0 hs (Fumuso et al., 2018b). Vaughan et al. (2003) tampoco 
observaron preñez al inseminar alpacas con semen congelado utilizando dos 
diluyentes comerciales (Green/clear camel buffer® y Biladyl A&B®), ambos con 

glicerol al 7 %. Estos autores realizaron la IA a tiempo fijo 24 a 30 hs posteriores 
a la inducción de la ovulación con buserelina, confirmando la misma en la 
totalidad de las hembras por la presencia del cuerpo lúteo 7 días después de 

la inducción. A su vez, la dosis inseminante se depositó en el cuerno uterino 

ipsilateral al ovario con la presencia de folículo dominante, de forma similar a 

nuestro estudio. Al descongelar las muestras con ambos diluyentes la movilidad 

espermática observada fue similar a los valores obtenidos en nuestro estudio: 

22,5 ± 9,3% versus Green/clear camel buffer® 17,4 ± 7,1%; y Biladyl A&B® 21,3 
± 3,3% (media ± DE). Otro reporte realizado en la Puna Argentina logró un 
7,9% de preñez al inseminar a 38 hembras de llama a tiempo fijo con semen 
congelado (24 hs pos-inducción de la ovulación) (Aller et al., 2003). Similar a 
nuestros resultados, estos autores observaron un descenso significativo en la 
movilidad y la viabilidad espermática al comparar las muestras descongeladas 

con el semen fresco. El diluyente utilizado en este estudio estaba compuesto por 

yema de huevo, citrato, glucosa y antibióticos, agregando como crioprotectores 

glicerol al 6% y dimetilsulfóxido al 8%. Cabe destacar que, en este estudio 
se indujo la ovulación de las hembras de llama con buserelina, sin la previa 
determinación de la presencia de un folículo dominante ni por palpación ni 

por ultrasonografía transrectales. Además, utilizaron una dosis de 25 millones 

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



100

MARÍA IGNACIA CARRETERO, FERNANDA GABRIELA FUMUSO Y MARÍA SUSANA GIULIANO

de espermatozoides totales con una movilidad del 20 al 25%, reportando una 
dosis inseminante de 8,4 ± 3,2 millones de espermatozoides viables (media ± 
DE). Dichos valores son similares a los utilizados en nuestro estudio en el que 

el número de espermatozoides viables totales inseminados fue de 9,4 ± 7,6 x 106 

espermatozoides/ml (media ± DE).

Otros autores publicaron preñeces en alpaca utilizando semen congelado- 
descongelado (Bravo et al., 1996), logrando un 26,3% de preñez utilizando también, 
un medio a base de yema de huevo, glucosa, citrato y glicerol al 7%. Dicho trabajo 
al igual que el de Aller et al. (2003) utilizó una curva lenta de congelamiento con 
periodos de equilibramiento desde 45 minutos hasta 2 horas de duración a 4-5 
°C. En nuestro estudio utilizamos un equilibramiento a temperatura ambiente 

y una curva rápida de descenso de temperatura durante el congelamiento 

(Fumuso et al., 2018b). Se desconoce la cantidad de espermatozoides viables 
necesarios para lograr preñeces en CSA con semen congelado. En semen fresco 
de llama diluido con lactosa y yema de huevo una dosis inseminante de 12 
millones de espermatozoides vivos totales son sufi cientes para lograr preñez 
(Giuliano et al., 2012). Sin embargo, en nuestro estudio al inseminar una cantidad 
similar de espermatozoides vivos congelados/descongelados (9,4 millones de 
espermatozoides vivos totales) no se obtuvieron preñeces. Giuliano et al. (2012) 
reportan que para lograr preñez con semen refrigerado de llama  es necesario 
utilizar una  dosis ≥ a 76  millones de espermatozoides vivos totales. Es posible 
que la sobrevida de un espermatozoide criopreservado sea menor a la de un 

espermatozoide de semen fresco procesado para ser inseminado, por lo que 

sería necesario aumentar el número de espermatozoides vivos al inseminar con 

semen congelado.

Figura 4. Congelamiento de semen de llama 
mediante protocolo de Carretero et al. (2015).
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CAPÍTULO V

AVANCES DE CRIOPRESERVACIÓN DE ESPERMATOZOIDES 
EN LLAMAS EN LA UNIDAD ACADÉMICA CAMPESINA DE 

TIAHUANACU – UNIVERSIDAD CATOLICA BOLIVIANA 
“SAN PABLO”

Rolando Paxipati

RESUMEN

L
os camélidos sudamericanos tienen un bajo porcentaje de natalidad con 

la monta natural debido a varios factores, dentro de ellos el celo inducido 

en las llamas hembras, la alta viscosidad del semen proporcionada en las 

glándulas bulbouretrales del aparato reproductor del macho que no permite 

su fácil manipulación como sucede en otras especies, razón por la cual aún 

no se han perfeccionado técnicas para la criopreservación de espermatozoides 

en llamas, por tal motivo se tornó una situación bastante difícil de realizar la 

inseminación artificial (IA) con semen congelado debido a que en la evaluación 
microscópica disminuye la viabilidad espermática llegando a un 18 a 20% post 

descongelado y se limitó al uso del semen fresco en la IA de los Camélidos 
Sudamericanos (CSA). Con el incremento de la viabilidad espermática post 
descongelado, evaluando las características macro y microscópicas, elevando el 

porcentaje de vitalidad y motilidad espermática post descongelado, con el uso 

de diferentes dilutores y a diferentes tiempos de conservación y se pretende 

lograr la inseminación artificial de llamas.
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INTRODUCCIÓN

E
l desarrollo de la inseminación artificial (IA) en los CSA, está limitada al 
uso de semen fresco con una tasa de preñez máxima de 77%, en centros 

experimentales, y de no más de 50% en criaderos particulares (Huanca et 
al., 2007). Utilizando semen congelado de llama y alpaca se ha obtenido hasta el 
momento una tasa máxima de preñez del 26% (Bravo et al., 2000a; Aller et al., 
2003; Vaughan et al., 2003). Los reportes sobre el efecto del congelamiento de los 
espermatozoides de CSA, y referentes a IA con semen congelado son exiguos. 
Bravo et al., (2000a) obtuvieron, en alpacas, un 26% de preñez utilizando un 
diluyente a base de citrato de sodio - yema de huevo y un 7% de glicerol. Aller 
et al., (2003), obtuvieron un 7% de preñez, en llamas, utilizando un diluyente 
que contenía citrato de sodio - yema de huevo - glucosa, glicerol y DMSO. 
Vaughan et al., (2003), obtuvieron resultados negativos luego de inseminar 
alpacas con semen congelado utilizando el diluyente Green/clear camel buffer® 
y utilizando Biladyl® A y B. En un estudio más reciente sobre los efectos del 
congelamiento sobre la movilidad espermática e integridad de la cromatina de 

espermatozoides de alpaca, Santiani et al., (2013), concluyeron que es necesario 
realizar más estudios sobre el efecto especie específico de los crioprotectores. 
Debido a las características particulares del semen, Morton et al., (2010), 
congelaron espermatozoides provenientes de epidídimo, para evitar la filancia 
del plasma seminal, con diluyentes a base de citrato, Tris o lactosa obteniendo 

el mayor porcentaje de movilidad y de acrosomas intactos con el diluyente a 

base de lactosa. Por otra parte, Maxwell et al., (2008), no obtuvieron preñeces 
inseminando con espermatozoides de epidídimo criopreservados. Esta situación 
ha conducido a que actualmente no se practiquen campañas de IA, con semen 
congelado de CSA, en los establecimientos que producen llamas y/o alpacas con 
el consiguiente atraso en el aprovechamiento de esta biotecnología.

Con respecto a los protocolos de criopreservación en los CSA, el glicerol al 7% 
ha sido prácticamente el único crioprotector empleado (Bravo et al., 2000a; 
Aller et al., 2003; Vaughan et al., 2003; Santiani et al., 2005; Morton et al., 2010). 
En menor medida se ha probado etilenglicol en alpacas (Santiani et al., 2005; 
2013). En semen de llama, se ha observado que el agregado del crioprotector 
N, N-Dimetilformamida conservó la movilidad, vitalidad, integridad funcional 

de la membrana plasmática espermática y a su vez conservó la integridad y la 

condensación de la cromatina de los espermatozoides de llama. No lográndose 
el mismo resultado utilizando glicerol al 7%, en cuyas muestras se obtuvo muy 

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



111

AVANCES DE CRIOPRESERVACIÓN DE ESPERMATOZOIDES EN LLAMAS EN LA UNIDAD ACADÉMICA 

CAMPESINA DE TIAHUANACU – UNIVERSIDAD CATOLICA BOLIVIANA “SAN PABLO”

baja movilidad espermática y entre un 87-100% de espermatozoides con el ADN 
dañado según Carretero et al., (2014).

En estudios realizados en espermatozoides de alpacas obtenidos de un 

eyaculado, la movilidad espermática, luego de ser criopreservados, varió 

o disminuyó a valores que se encuentran entre el 10% a 20% (Morton et al., 
2007, 2010; Santiani et al., 2005) mientras que Valdivia et al., (2000) y Bravo 
et al., (2000b), reportaron resultados ligeramente superiores frente a los otros 
autores, las diferencias pueden ser atribuidas a diferentes metodologías de 

criopreservación. Es interesante destacar que según Rodríguez (2009), si bien 
la movilidad post descongelamiento varían o bajan a un valor del 20%, los 

porcentajes de vitalidad pueden alcanzar un rango de 40% a 50%. Asimismo, se 
puede observar que el acrosoma no experimenta un daño importante durante el 

proceso de criopreservación (Morton et al., 2007, 2010; Santiani et al., 2005). Estos 
resultados indicarían que las muestras espermáticas cuando son sometidas a los 

diferentes procesos de criopreservación y descongelamiento, presentan bajos 

porcentajes de movilidad, pero no causándole la muerte al espermatozoide.  

La inseminación artificial (IA) es una técnica reproductiva ampliamente utilizada 
en diversas especies domésticas, por la cual el semen previamente procesado es 

depositado por el hombre en el aparato reproductor de la hembra en el momento 

oportuno. Escasos trabajos de IA han sido publicados hasta el presente en camélidos 
sudamericanos, debido quizás a la falta de una metodología fiable de recolección 
de semen y a las características seminales de alta viscosidad, baja motilidad y baja 

concentración espermática (Fowler, 1989). Diversos métodos han sido utilizados 
para la recolección de semen en camélidos sudamericanos, tales como fundas 

vaginales (Mogrovejo, 1952), electro eyaculación (Fernández Baca y Calderón, 
1966) y vagina artificial con un maniquí (Sumar, 1991). De todas las metodologías, 
la vagina artificial es la técnica más utilizada en el presente (Garnica et al., 1993) 
favorecida por la utilización de hembras naturalmente receptivas (Aller et al., 
2003). A pesar que los primeros informes de IA provienen de la década del 60 
(Fernández-Baca y Novoa, 1972), la técnica no ha sido suficientemente desarrollada 
hasta el presente como para ser utilizada a mayor escala, pero algunos ensayos 

con semen fresco han demostrado obtener una aceptable tasa de gestación (De la 
Vega y Pérez, 1996; Aller et al., 1997b; Bravo et al., 1997; 1999). Trabajos previos 
demostraron que la motilidad espermática varió de 10 a 30 p.100 después de la 
descongelación (McEvoy et al., 1994; Valdivia et al., 1999; Burgel et al., 1999). 
En cambio, muy poca información se encuentra disponible sobre inseminación 

artificial a campo con semen congelado (Bravo et al., 1996). 
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EXPERIENCIAS EN LA UAC - TIAHUANACU 

En el laboratorio de Biotecnologías Reproductivas de la Unidad Académica 
Campesina de Tiahuanacu dependiente de la Universidad Católica Boliviana 
“San Pablo”, se encuentra en la provincia Ingavi del departamento de La Paz, a 
72 km desde la sede de gobierno, entre las coordenadas 17°35´ a 10°17´ de latitud 

sur y 68 °20´a 69°08´de longitud oeste, a una altura de 3854 m.s.n.m. (Diagnóstico 
de  PDM; Municipio de Tiahuanacu, 2011), donde se viene trabajando en la 
criopreservación de semen en llamas, la primera experiencia fue la evaluación 

del efecto de tres dilutores sobre la motilidad y vitalidad espermática en la 

criopreservación del eyaculado de llama (Lama glama) bulbouretrectomizado, 

Departamento de La Paz. En los  laboratorios de mejoramiento genético y 
diagnóstico clínico del servicio departamental agropecuario (SEDAG) de 
la prefectura del departamento de La Paz, Provincia Los Andes, se colectó 
eyaculado de llama bulbo uretrectomizado, intervenido quirúrgicamente en la 

Unidad Académica Campesina de Tiahuanacu por el método de colección directa 
con vagina artificial con el objetivo de evaluar el efecto de tres dilutores; (A) Tris-
suero-yema-glicerina (B) PBS suero-yema-glicerina y(C) Dulbecco –suero-yema 
–glicerina, en proporciones de 64-15-15-6% (N1), 54-20-20-6 % (N2) y 44-35-15-
6% (N3), sobre la motilidad y vitalidad de las células espermáticas en el proceso 
de crioconservación. Para A, B y C los dilutores fueron adicionados, en una 
primera etapa, sin glicerina a 30°C y refrigerándose lentamente hasta conseguir 
los 4°C donde se adicionó la segunda fracción con glicerina en intervalos de 
15 min. Para empajillar, sellar y llevarlos a vapores de nitrógeno líquido y 
sumergirlos (Decuadro-Hansen, 1997). La evaluación de la motilidad y vitalidad 
espermática se realizó en la etapa de colección, al final de la refrigeración, al 
final de la congelación y a la segunda semana después de la congelación. Los 
resultados promedio de motilidad y vitalidad para efecto dilutor fueron 29.85% 
y 34.82% para dilutor Dulbecco superior (P<0.05) a los dilutores Tris y PBS. Los 
niveles protocolares 1 y 2 fueron superiores (P>0.05) al nivel 3, con porcentaje 
de 26.71%; 27.07% y 31.17%; 30.94% para motilidad y vitalidad respectivamente. 
El efecto del proceso de crioconservación disminuyó notablemente la motilidad 

y vitalidad espermática, los que respectivamente, descendieron de una etapa 

de colecta con 64.00 y 73.00 % llegando a la refrigeración con 53.79 y 62.54 %, 
descendiendo aún más al descongelado con 12.86 y 15.02 % y a las 2 semanas 
de haber congelado llego a obtenerse 12.03 y 13.79%. Posiblemente se deba a 
los efectos del proceso de crioconservación, los repercutieron negativamente 

sobre la estructura y función de la membrana, aparato motor y núcleo del 
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espermatozoide, haciendo una ecuación biofísica compleja en el que interviene 

la calidad de dilutor, crioprotector , tiempos y temperaturas de exposición, 

para determinar el punto de éxito en la crioconservación de espermatozoides 

(Gonzales, 2004)

En la actualidad en otra experiencia se realizó la EVALUACIÓN DE DOS 
MÉTODOS DE CRIOPRESERVACIÓN EN LA VIABILIDAD ESPERMÁTICA 
DEL SEMEN DE LLAMA (Lama glama L.) OBTENIDOS POR ASPIRACIÓN 
VAGINAL

La congelación de semen es una biotecnología reproductiva muy poco 

empleada en camélidos sudamericanos (CSA). Las dificultades en la colección 
de semen es a causa de la alta viscosidad, y el escaso conocimiento sobre 

dilutores apropiados para el semen de CSA se constituyen en los principales 
factores que imposibilitan el desarrollo de protocolos de criopreservación. Se 
evaluaron dos protocolos de criopreservación (pajuelas y pellets) y dos dilutores 
comerciales (AndroMed y Triladyl). Se seleccionaron 3 llamas Q′ara machos de 
4 años de edad. Para la colección de semen se seleccionó 9 hembras sexualmente 
receptivas, la colección de semen se realizó mediante el método de aspiración 

vaginal post – cópula, en las muestras obtenidas se evaluaron las características 
macro-microscópicas del semen. Las muestras fueron diluidas con AndroMed 
y Triladyl independientemente, refrigeradas desde 38 a 5ºC en 2 horas. Para la 
congelación en pajuelas y pellets, la curva de congelación gradual fue de 3; 3; 3 
y 1 cm por 5; 5; 5 y 2 min hasta sumergirla en nitrógeno líquido partiendo de 10 
cm por lapso de 17 min total; se evaluó la motilidad y vitalidad espermática en 
las muestras descongeladas. El ensayo se enmarca en un diseño completamente 
al azar con arreglo factorial 2x2. La motilidad post descongelación para el 
método de vapores de nitrógeno en pajillas fue de 41.17±15.46 y 43.24±14.61 
% para AndroMed y Triladyl respectivamente, y para el método en pellets 
presentó 19.17±13.23 y 28.19±15.49 % para AndroMed y Triladyl, con diferencia 
entre métodos (P<0.01); la vitalidad en el método de pajillas tuvo un promedio 
de 49.24±14.83 y 53.01±11.66 % para AndroMed y Triladyl, y para el método 
de pellets presentó 28.60±10.89 y 42.68±13.38 % para AndroMed y Triladyl 
de vitalidad espermática, existiendo diferencia significativa  (P<0.01) entre 
métodos. El método de congelación a vapor de nitrógeno en pajillas, mostró 
resultados óptimos de calidad espermática post descongelamiento de semen de 

llamas (Choque, 2019).
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Figura 1. Comparación de protocolos de criopreservación por dilutor y tipo de envasado de 
pajillas en la motilidad espermática de semen de llama 

En la figura 5, muestra la comparación de medias Duncan para los factores de 
interacción dilutores (AndroMed y Triladyl) y protocolos de criopreservación 
en la motilidad espermática crio preservadas a -196ºC descongelando a una Tº 
de 38ºC, mostrando promedios de motilidad para método de criopreservación 
pajuelas 41.17 y 43.24 % para dilutores AndroMed y Triladyl, para método de 
criopreservación pellets 19.17 y 28.19 % de motilidad para AndroMed y Triladyl.  
En la tabla también se observa que entre protocolos de criopreservación muestran 

diferencias entre letras en los dilutores A y A para pajuelas; B y C para pellets 
posiblemente se debe a la velocidad de congelamiento que se empleó en cada 

método o al volumen de las muestras criopreservadas.

Figura 2. Efectos simples para protocolos de criopreservación por dilutor y tipo de envasado 

de pajillas en la motilidad espermática de semen de llama
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En la figura 2, Muestra la comparación de medias Duncan para los factores de 
interacción dilutor y métodos de crio preservación en la vitalidad espermática 

criopreservadas a -196ºC descongelando a una Tº de 38ºC, mostrando promedios 
de vitalidad espermática para dilutores comerciales AndroMed 49.24 y 28.6 % 
para métodos criopreservación pajuelas y pellets, para dilutor comercial Triladyl 

53.008 y 42.68 % de vitalidad para métodos criopreservación Pajuelas y Pellets.   
Se puede apreciar en la figura 8, que entre dilutores AndroMed y Triladyl no 
existe diferencia entre letras estadísticas A y A en pajuelas, sin embargo para 
protocolos de pellets si existe diferencias entre letras estadísticas B y C para 
dilutores.
  

Figura 3. Proceso de colección de semen de llama post coital
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CAPÍTULO VI

LA TRANSFERENCIA EMBRIONARIA EN CAMÉLIDOS 
SUDAMERICANOS

Henry William Vivanco Mackie

RESUMEN

La producción y transferencia de embriones es un área de gran interés 
para el mejoramiento genético y la optimización de la reproducción en 
camélidos sudamericanos (CAS). Este capítulo trata sobre los procesos 

de producción embrionaria IN VIVO y su transferencia a receptoras para la 
obtención de crías.  Se revisan aspectos fisiológicos que son de relevancia para 
la generación de tecnologías de manejo del ciclo ovárico, la superovulación, 
obtención de los embriones y su transferencia; se fundamentan y describen las 
tecnologías utilizadas y los resultados de su aplicación.

En los primeros ensayos de superovulación en alpacas   (Novoa y Sumar, 1968; 
Correa et al., 1992, 1994; Novoa et al., 1999)  se usaron diversas estrategias 
superovulatorias con resultados muy variables en términos del número de 
embriones transferibles por donante sometida a tratamiento superovulatorio, 
sin lograr que esta tecnología sea aplicable comercialmente pero después de 
varios años de  trabajo en el desarrollo de regímenes superovulatorios, métodos 
de colección y transferencia embrionaria, tenemos hoy en día una tecnología 
repetible y comercialmente eficiente para la producción y transferencia 
embrionaria in vivo en alpacas y llamas (Vivanco H.W. et al., 2009; Vivanco 
H.W., 2013; Vivanco W., et al. 2014; 2015; 2015a; Carnero S. et al., 2011; Huanca 
T, et al., 2012; Huanca T. et al, 2014; Pineda et al; 2012; Sumar et al.; 2012) con un 
promedio de 4 embriones transferibles por alpaca por ronda de superovulación 
y 40% de nacimientos para embriones frescos, esta tecnología puede extrapolarse 
a especies de CAS silvestres. Se abarca también la tecnología de producción 
embrionaria sin superovulación, las técnicas de lavaje uterino y de transferencia 
embrionaria, las características de los embriones y su sobrevivencia hasta el 
nacimiento.
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INTRODUCCIÓN

El  desarrollo de tecnologías reproductivas para alpacas y camélidos 
sudamericanos en general ha sido muy lento y discontinuo, sin embargo 
en los últimos 10 años se ha visto un mayor avance tecnológico y una 

activa participación de varios grupos científicos tanto a nivel nacional (Perú), 
sudamericano y mundial. Una de las tecnologías reproductivas que más avance 
ha demostrado en los años recientes y que es una tecnología de gran impacto 
potencial en el mejoramiento genético y en la conservación y/o rescate de especies 
y líneas genéticas de camélidos sudamericanos es la transferencia embrionaria.

Se conoce como Transferencia Embrionaria al conjunto de tecnologías que 
permiten la producción de embriones de una hembra determinada (madre 
genética o donante) y su transferencia a otra hembra o hembras (madres nodrizas 
o recipientes) para su gestación, parición y crianza hasta el destete. 

La tecnología de Transferencia Embrionaria tiene el objetivo de permitir la 
maximización de la tasa reproductiva de las hembras (incrementar el número 
de crías producidas por unidad de tiempo por hembra donante selecta) 
aprovechando la disponibilidad del gran número de ovocitos existentes en los 
ovarios.  En los camélidos sudamericanos se tiene la ventaja adicional de que la 
tecnología de transferencia embrionaria permite la reproducción de animales 
puros de una especie usando para la gestación de sus embriones animales de 
otra especie  (transferencia ínter especies)  lo cual podría permitir el rescate 
y multiplicación de especies silvestres como vicuñas y guanacos gestados en 
llamas o alpacas; así P.J. Taylor et al. (2001) transfiriendo embriones de alpacas 
puras a llamas produjo crías alpaca puras y normales que fueron aceptadas por 
las nodrizas y por el rebaño de llamas al cual pertenecieron las recipientes; ese 
experimento fue también validado por nosotros  (Vivanco et al., 2014) así como 
por otros grupos de investigadores en el Perú (Sumar et al., 2012; Huanca et al., 
2012; Pacheco el at., 2016).

La producción y transferencia de embriones IN VIVO es hoy en día la tecnología 
reproductiva más eficaz para el incremento de la tasa reproductiva tanto de 
hembras como de machos ya que su estado de desarrollo tecnológico permite su 
aplicación comercial en el mejoramiento genético en forma costo efectiva.
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En este capítulo se muestran además los logros obtenidos hasta la fecha en las 
diferentes áreas de la tecnología y las potencialidades para su desarrollo futuro.

SISTEMAS DE PRODUCCIÓN EMBRIONARIA

La tecnología de Transferencia Embrionaria puede utilizar para la producción 
de los embriones sistemas IN VIVO (es decir dentro de la propia madre genética) 
así como sistemas IN VITRO (es decir en laboratorio, fuera del cuerpo de la 
madre genética).

La producción de embriones IN VIVO

La producción de embriones IN VIVO requiere que las madres genéticas 
(conocidas como “donantes” de los embriones) tengan actividad reproductiva 
normal, siendo capaces de desarrollar los folículos ováricos hasta su estadio 
preovulatorio, ovular los folículos maduros liberando los ovocitos, capturar y 
fertilizar los ovocitos en el oviducto y desarrollar normalmente los embriones 
en oviducto y en el útero hasta el estadío adecuado para su transferencia. Esto 
supone que las donantes tienen que ser animales post puberales y óptimamente, 
hembras sexualmente maduras y reproductivamente normales.

En la mayoría de las especies de explotación zootécnica  de ovulación espontánea, 
excepto en equinos, se utilizan hormonas gonadotrópicas para la estimulación 
del desarrollo simultáneo de varios folículos de tal manera que se produzcan 
varias (múltiples) ovulaciones al mismo tiempo (ver W. Vivanco, 2000); en 
equinos, a pesar de que muestran una respuesta adecuada a la estimulación 
gonadotrópica para “Ovulación Múltiple” hay fallas en la captura por la fimbria 
de los ovocitos ovulados  por lo que por lo general se colectan los embriones sin 
estimulación hormonal del ovario sino producidos naturalmente en cada ciclo 
estral en que se haya producido fertilización. Tenemos entonces dos escenarios 
dentro de la producción de embriones IN VIVO:

• Ovulación múltiple inducida hormonalmente (o superovulación, conocido 
internacionalmente como MOET por su abreviación de “Multiple Ovulation 
and Embryo Transfer”)
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• Ovulación natural (sin estimulación hormonal del ovario) que normalmente, 
excepto en porcinos que tienen ovulación múltiple natural,  produce una o 
dos ovulaciones por vez.

Las etapas que involucra la producción de embriones IN VIVO son:

• La selección y preparación de donantes y recipientes y si las transferencias se 
efectuarán en fresco, será necesaria la sincronización de  la ovulación de las 
donantes con las recipientes.

• La estimulación ovárica de las donantes para desarrollo folicular múltiple (si 
se trabaja con superovulación) y para lograr ovulación eficiente.

• El servicio a la donante para lograr la fertilización de los ovocitos ovulados.
• El lavaje uterino de la donante para obtener los embriones
• La selección y  transferencia de los embriones (de la calidad y estado de 

desarrollo adecuado) a las recipientes que muestren cuerpo lúteo funcional 
y cuya ovulación se ha sincronizado con la donante y/o cuyo intervalo desde 
la ovulación a la transferencia es adecuado para el estadío de desarrollo del 
embrión transferido.

La producción de embriones IN VITRO

La producción de embriones IN VITRO consiste en la cosecha de ovocitos de 
los folículos ováricos , su maduración llevándolos a estadío de Metafase II bajo 
condiciones de laboratorio; paralelamente capacitar los espermatozoides en 
laboratorio y fertilizar los ovocitos madurados para luego una vez fertilizados 
cultivarlos en laboratorio hasta su estadío adecuado para transferencia ( ver 
W. Vivanco, 2000, 2004, 2005, 2006). La tecnología IN VITRO nos permite 
colectar material genético además del de donantes sexualmente maduras y 
reproductivamente funcionales, de donantes de edades imposibles de trabajar 
bajo sistema IN VIVO (donantes en estadio fetal, pre-púberes tan jóvenes como 
2 meses de edad; animales púberes y  animales viejos y seniles) y de diferentes 
condiciones fisiológicas (lactantes, vacías, preñadas, ciclando normalmente, en 
anestro, hembras con problemas reproductivos, etc.) y aún de animales muertos 
(recolección de ovocitos de ovarios de matadero). 

La producción de embriones IN VITRO es materia de otros capítulos de este 
libro; en este capítulo nos centraremos en la producción de embriones IN VIVO.
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ASPECTOS FUNDAMENTALES DE LA FISIOLOGÍA OVÁRICA DE 
CAMÉLIDOS SUDAMERICANOS QUE SON RELEVANTES PARA 
EL DESARROLLO DE LAS TECNOLOGÍAS DE PRODUCCIÓN Y 
TRANSFERENCIA EMBRIONARIA

Las alpacas y camélidos en general son animales de ovulación inducida, las 
hembras ovulan sólo en respuesta a un estímulo y sólo si al  tiempo de aplicación 
del  estímulo el folículo ovárico está en el adecuado estado de desarrollo  (Bravo 
et al., 1991). El estímulo puede ser la simple presencia del macho (Vivanco et 
al., 1985), la misma cópula y su duración   (Vivanco et al., 1985; Sumar, 1985), 
la inducción de la ovulación mediante la aplicación exógena de hormonas 
gonadotropas  (Rodríguez, 1959; England et al., 1969; Leyva et al., 1977; Bravo 
et al., 1997; 2000) o la inducción mediante “factores ovulatorios” presentes en el 
plasma seminal (Adams et al., 2005; Ratto et al., 2006b). Las alpacas ovulan luego 
de 30 horas de la inducción si al momento de la inducción tienen un folículo de 
por lo menos 6 mm de diámetro (Adams G.P.  y Ratto. M.H., 2001; Bravo et al., 
1991), el cuerpo lúteo se forma 2 a 3 días después de la inducción por cópula y 
regresiona  11 a 12 días después de la cópula si no ocurrió la concepción (Adams 
et al. 1989). Las alpacas no expresan “ciclo estral” (intervalo entre dos celos 
espontáneos), sino que presentan “ondas foliculares” de desarrollo y regresión 
de los folículos ováricos (Adams et al. 1990; Bravo et al. 1990; Vaughan et al. 2004). 
Los folículos ováricos en las alpacas (en hembras que no han sido expuestas 
a machos) muestran desde su comienzo en la pubertad ondas continuas de 
desarrollo y regresión que se sobreponen en ciertos segmentos de la onda, hay 
un segmento de la onda en el que están emergiendo y desarrollando nuevos 
folículos y al mismo tiempo están regresionando los folículos viejos. La onda 
folicular puede ser dividida en tres fases: una primera fase de emergencia y 
desarrollo inicial,  otra fase de franco desarrollo y maduración y una tercera fase 
de regresión. La fase de desarrollo inicial se sobrepone con la fase de regresión 
de la onda folicular previa (Bravo et al.1990). 

En las alpacas el desarrollo folicular desde su estado inicial de 2 a 3 mm de 
diámetro hasta su estado de desarrollo de  8mm de diámetro toma en promedio 
4.8 días,  luego la maduración y desarrollo hasta 12 mm toma 5 días más y a partir 
de ese momento el folículo maduro empieza a regresionar (si no ha habido estímulo 
ovulatorio) tomando la regresión 4 días; el desarrollo de una nueva onda folicular 
empieza 2 o 3 días luego de la iniciación de la regresión del folículo dominante de 
la onda anterior consecuentemente el intervalo entre ondas foliculares en la alpaca 
es de 11 a 12 días (Bravo et al. 1990; Adams et al. 1990)

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



124

Henry William ViVanco mackie

Gráfico 1. Esquema de los ciclos ováricos en la alpaca.

El desarrollo de las ondas foliculares es alternado entre los ovarios en el 81% de 
los casos (Bravo et al., 1990); existen obviamente variaciones individuales, por 
ejemplo Vaughan et al. (2004) encontraron que el 39% de las alpacas muestra 
intervalos de onda folicular de 12 días pero el  32% presenta ondas de  16 días 
existiendo una correlación directa entre la longitud del intervalo entre ondas y 
el tamaño máximo del folículo maduro. Al inicio de la onda folicular hay varios 
folículos desarrollando simultáneamente pero solo uno de ellos desarrollará 
como folículo dominante estableciéndose una relación inversa entre el diámetro 
del folículo dominante y el número de folículos acompañantes. Observaciones de 
Vaughan et al. (2004) muestran que la tasa de desarrollo del folículo dominante 
es consistente para todas las ondas y que llega a su tamaño preovulatorio a los 10 
días de la emergencia de la onda folicular independientemente del subsecuente 
intervalo entre ondas foliculares, consecuentemente podemos nosotros predecir 
el tiempo óptimo para la cópula si tenemos control sobre el momento de 
emergencia de la onda folicular. 

Adams et al. (1990) describen para llamas no servidas y servidas pero no 
preñadas un intervalo de emergencia de folículos dominantes sucesivos de 19.8 
días, mientras que en llamas preñadas este intervalo se reduce a 14.8 días. Otro 
factor que los mismos autores encuentran que reduce el intervalo de emergencia 
de folículos dominantes en llamas es la lactación, que reduce el intervalo en 2 
días así como causa también una reducción en el diámetro máximo del folículo 
dominante, que en llamas no preñadas es de 9 a 16 mm, siendo menor en las 
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preñadas. En llamas que ovularon pero que no preñaron después de la cópula 
con ovulación, el cuerpo lúteo se mantiene por 10 días y cuando el cuerpo lúteo 
está presente hay menor cantidad de folículos y son de tamaño más reducido.

Miragaya et al.  (2006), describen las ondas foliculares para la vicuña, la duración 
promedio de la onda folicular fue de 7 días con un rango de 4 a 11 días. La fase 
de desarrollo folicular fue de 3 días, desarrollándose el folículo a un promedio 
de 1.8 mm por día,  la fase estática del folículo dominante fue de sólo 1.5 días y la 
fase de regresión de 3 días; el diámetro máximo promedio del folículo dominante 
fue de 8.4 mm y el máximo tamaño del folículo subordinado fue de 5 mm. Estos 
autores encontraron para la vicuña una relación inversa entre el tamaño total 
del folículo dominante y el número de folículos acompañantes que es el mismo 
efecto descrito por Vaughan et al. (2004)  en alpacas.

EL CONTROL DEL CICLO OVÁRICO EN CAMÉLIDOS SUDAMERICANOS

Para controlar la onda folicular es necesario conocer el estadío de ésta, una 
forma de hacerlo es haciendo un seguimiento de la onda por examinación 
ultrasonográfica por lo menos por 14 días para poder detectar el momento de 
emergencia de la onda folicular. Otra forma es induciendo ovulación y una 
vez que el cuerpo lúteo (CL) es funcional (3 a 5 días post cópula o 2 a 3 días 
post ovulación), se induce la regresión del CL inyectando PgF2α (Fernandez 
Baca 1971; Gamarra. et al., 2007). Otros han tratado de controlar el ciclo ovárico 
induciendo una fase luteal artificial  mediante tratamiento con progestágenos e 
iniciando una nueva fase folicular 5 a 7 días después de la finalización de la fase 
luteal inducida (Alberio y Aller., 1966; Chaves et al., 2002). Ratto et al., (2003),  
informan sobre control del ciclo ovárico en camélidos por ablación del folículo 
dominante ya sea por método hormonal o por medio mecánico.

En base a las observaciones de Vaughan et al. (2004) sabemos que podemos 
esperar un folículo pre ovulatorio maduro y al máximo desarrollo folicular 10 
días después de iniciada la onda folicular, por lo que podemos hipotetizar que si 
controlamos la iniciación de la onda y estimulamos el ovario con gonadotropinas 
para lograr el máximo desarrollo de múltiples folículos y los acompañamos 
desde el inicio de la onda hasta el estadío preovulatorio 10 días luego de la 
iniciación de la onda entonces podremos obtener superovulación.
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Cuando se hace estimulación ovárica para ovulación múltiple en alpacas 
debemos de tomar en cuenta que los folículos producen suficiente cantidad 
de estrógeno para estimular la secreción de niveles ovulatorios de LH luego 
de la cópula o estímulo ovulatorio hormonal sólo cuando los folículos pre 
ovulatorios tienen de 6 a 12 mm de diámetro, entonces ocurre la ovulación con 
la subsecuente formación de un CL funcional; pero cuando los folículos son 
menores de 6mm (4-5 mm) son muy pequeños aún y no producen suficiente 
estrógeno para estimular la producción endógena de LH en respuesta a una 
estimulación ovulatoria y fallan en ovular. En el otro extremo si los folículos 
son muy viejos y ya han iniciado el proceso de regresión luego de llegar a su 
máximo desarrollo, aun cuando en estos casos hay suficiente producción de LH 
endógeno, las hembras no ovulan, los folículos se luteinizan y los CL que se 
forman no son normales y tienen una corta vida media de aproximadamente 
5 días  (Bravo et al., 1991). Es pues extremadamente importante supervisar el 
desarrollo folicular durante la estimulación superovulatoria de tal manera que 
la cópula o inducción ovulatoria hormonal se haga en el momento adecuado, 
no antes, no después.  Bravo et al. (1991), también demostraron que las llamas 
producen niveles más altos de LH que las alpacas en los diferentes estadíos del 
desarrollo folicular; esto podría explicar los mejores resultados que se obtienen 
en llamas en su respuesta a regímenes superovulatorios en comparación a las 
alpacas. 

Se puede concluir que la clave para obtener una adecuada respuesta a la 
estimulación hormonal ovárica para superovulación en alpacas es la habilidad 
de controlar  la iniciación de la onda folicular y manejar el tiempo de inducción 
de la ovulación en tal forma que sea hecha  al momento óptimo del desarrollo 
folicular de tal manera que se consiga la adecuada respuesta a los niveles de LH 
endógeno o exógeno. Los niveles de FSH usados son menos críticos y pueden 
ser optimizados por titulación de acuerdo a la respuesta, sin embargo se debe 
tomar en cuenta que existe una variación individual grande en la respuesta a un 
determinado nivel de FSH (Bravo et al. 1990). 

DIFERENTES REGÍMENES O ESTRATEGIAS DE SUPEROVULACIÓN 
ENSAYADOS EN CAMÉLIDOS SUDAMERICANOS

La mayoría de los trabajos en superovulación de camélidos sudamericanos  
(CAS) se han hecho en llamas, comparativamente muy pocos en alpacas, sin 
embargo la aplicación de MOET en mejora genética es mayormente hecha en 
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alpacas debido a su importancia en producción de fibra en la región alto andina 
y el alto valor de los individuos de esta especie en países fuera de la región 
andina donde han sido introducidos hace más de 3 décadas.

En los primeros ensayos de superovulación en alpacas   (Novoa y Sumar, 1968; 
Correa et al., 1992, 1994; Novoa et al., 1999)  se usaron diversas estrategias 
superovulatorias con resultados muy variables en términos del número de 
embriones transferibles por donante sometida a tratamiento superovulatorio. 
Las estrategias iniciales trataron de imitar o extrapolar los protocolos de 
superovulación de ovinos inyectando FSH durante una fase luteal artificial, así, 
Correa et al. (1992) usaron una fase progestacional artificial de 12 días, 4 alpacas 
fueron tratadas con FSH 3 días antes de la finalización de la fase progestacional 
y 4 alpacas con eCG inyectada al final del tratamiento progestacional  que 
resultó en un promedio de 2.5 CL y 1.1 embriones transferibles por donante 
tratada.  En cambio  Novoa et al. (1999) no usaron una fase progestacional, ellos 
seleccionaron por ecosonografía alpacas  con folículos de menos de  7 mm de 
diámetro a las que inyectaron 500 a 750 i.u. eCG el  día cero y  hCG (700 a 1000 
i.u.) el día de la cópula (día 5), el promedio de embriones transferibles fue de 1.7 
por alpaca tratada. 

Los primeros trabajos de nuestro grupo (Gamarra et al., 2007) para desarrollar 
tratamientos superovulatorios para alpacas, ensayaron diferentes estrategias, 
ensayamos tratamientos con inyección de FSH 3 días antes de la finalización 
de una fase luteal inducida de 9 días y tratamientos sin fase progestacional y 
sin saber el estado de desarrollo del folículo al inicio de las inyecciones de FSH 
que se aplicaron por 5 a 7 días después de una inyección de prostaglandina y se 
continuaron por 3 días hasta la cópula; los tratamientos de FSH al final de una 
fase progestacional no difirieron en el número de embriones transferibles a los 
obtenidos por tratamientos con FSH sin fase progestacional; la tasa de ovulación 
obtenida con ambas estrategias fue baja probablemente debido a presencia 
del folículo dominante al inicio de las inyecciones de FSH lo que no se pudo 
comprobar ya que no hicimos seguimiento ultrasonográfico de la emergencia de 
la onda folicular  ni de la presencia de folículo dominante.  Miragaya et al. (2006), 
informan que la presencia de folículo dominante de 5 mm o más al momento de 
aplicación de la gonadotropina, induce el desarrollo solo del folículo dominante 
y no el de sus acompañantes. 

La inyección de gonadotropinas en CAS dentro de una fase luteal natural 
o artificial, o sea cuando está actuando la progesterona, según varios autores 

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



128

Henry William ViVanco mackie

(Bourke et al., 1992, 1995; Aller et al., 2002a) resulta en pobre respuesta 
superovulatoria.  Adams et al. (1990) demostraron que cuando hay un CL 
presente hay menos folículos y son de menor tamaño y por lo tanto habría una 
clara limitación al desarrollo folicular en CAS en presencia de progesterona, 
esto ha sido corroborado por Chávez et al. (2002) quienes demostraron que la 
inyección de progesterona exógena en cualquier estado del ciclo ovárico en CAS 
inhibe el desarrollo folicular; este efecto sería independiente de la presencia y 
funcionalidad del folículo dominante, así tratamientos con gonadotropinas 
cuando está actuando la progesterona acompañada con una inyección de 
Benzoato de Estradiol para limitar el desarrollo del folículo dominante resultó 
también en pobre respuesta superovulatoria en llamas  (Aller et al., 2002). 
Nuestras observaciones (Vivanco et al., 2009) sólo parcialmente estarían de 
acuerdo con las observaciones de Aller, nosotros hemos encontrado que si la 
gonadotropina es inyectada dentro de la fase progestacional pero cerca al 
final de la misma (últimos 3 días) la producción de embriones transferibles es 
baja, pero si la gonadotropina es inyectada al inicio de la fase luteal cuando 
una nueva onda folicular está emergiendo luego de la ovulación, la respuesta 
superovulatoria es satisfactoria. En nuestros ensayos comparando diferentes 
estrategias para controlar el inicio de la onda folicular (Vivanco et al., 2009), 
seleccionamos por ecosonografía  alpacas que tenían folículos de 8 mm o más y 
se les indujo a ovular por cópula con machos vasectomizados más una inyección 
de GnRH inmediatamente después de la cópula (día cero) , las alpacas ovularon 
y formaron CL funcionales y recibieron  1,000 i.u. de eCG el día 2 luego de la 
cópula; el día 7 fueron inyectadas con PGF2α y el día 8 fueron servidas por 
monta natural dos veces con machos enteros fértiles e inyectadas con hCG; los 
embriones fueron colectados el día 15 después de la cópula (ver cuadro 1) . 

La aplicación de este protocolo produjo una onda folicular que emergió después 
de la ovulación inducida en el día cero y fue estimulada para su desarrollo con la 
inyección de eCG el día 2 coincidiendo con el momento en que formaban su CL 
funcional, los folículos por lo tanto desarrollaron durante la fase progestacional 
temprana; las donantes tuvieron en promedio 6.0 cuerpos lúteos por alpaca 
y el número promedio de embriones transferibles por donante fue 2.77, estos 
resultados fueron superiores a los de los grupos que reportaron que el tratamiento 
con gonadotropinas  se aplicó en la parte final de la fase progestacional  y a 
los grupos que fueron tratados con gonadotropinas después que finalizó la 
fase progestacional. Nosotros hemos ajustado la dosis de eCG y actualmente 
estamos usando entre 600 y 700 UI de eCG, para evitar la presencia de folículos 
al momento de la colecta, porque hemos notado que la presencia de folículos al 
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momento de la colecta tiene relación inversa con la recuperación de embriones. 
La dosis de 600 UI de eCG en llamas, produjo 3 embriones en promedio, sin la 
presencia de folículos y 6.8 CLs en promedio.

Cuadro 1. Régimen superovulatorio de Vivanco International SAC para alpacas
  

Día TRATAMIENTO A LAS DONANTES
TRATAMIENTO A LAS 

RECIPIENTES

DIA CERO 
0

Selección de alpacas con folículos de  8 
mm de diámetro o más.

Inyección de   GnRH (0.0084 mg de 
acetato de  Buserelina) , cópula con 

machos vasectomizados (PM) 

 

Día 2 Inyección de 600 a 700 u.i de eCG (AM)  

Día 7
Inyección de  PGF2α (0.25 mg. de 

Cloprostenol) (AM)
 

Día 8

Verificación de número y tamaño de 
folículos de 8mm a más,

Primera cópula con macho entero fértil 
; aplicación de  0.0084 mg de acetato de 

Buserelina (AM)

Segunda cópula con macho entero 
fértil (PM)

Aplicación de GnRH (0.0042 mg. 
of Buserelin acetate) + cópula 

con macho vasectomizado a las 
alpacas receptivas a macho (PM)  

Día 14 COLECCIÓN DE EMBRIONES (AM)
TRANSFERENCIA DE 

EMBRIONES (a partir de medio 
día)

Fuente: Vivanco et al, 2009; Vivanco W. 2013 

Repeticiones de nuestro protocolo exitoso del cuadro 1 nos han dado resultados 
muy satisfactorios llegando hasta 4.18 embriones colectados por alpaca donante 
(cuadro 2).
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Vaughan, (2012) informa que ha tratado 1,600 donantes para superovulación y 
que las donantes han sido inducidas a ovular y formar CL con una inyección de 
Buserelina recibiendo luego tratamientos superovulatorios (no revela el régimen 
mismo de superovulación) y señala que obtuvo un promedio de  6.6 ovulaciones 
y  2.6 embriones colectados por donante, siendo estos promedios similares a  los 
reportados por nosotros (Vivanco W. 2013).

Cuadro 2. Respuestas superovulatorias de alpacas tratadas con el régimen 
superovulatorio de Vivanco International con eCG a la iniciación de la onda 
folicular y en presencia de un CL funcional.

Ensayo/Año
N° de 

donantes
Total 

CL/ donante
promedio ± SD

Total embriones 
colectados/

donante
Promedio ± SD

Blástulas transferibles 
colectadas/ donante

Promedio ± SD

I , 2012 26 6.00 ± 2.01 2.50 ± 2.28 1.50 ± 2.00

II, 2013 17 6.88 ± 2.15 4.18 ± 5.11 3.80 ± 4.87

III, 2013 20 6.81 ± 3.22 3.69 ± 3.42 3.13 ± 3.24

Data: Vivanco W. 2013

Se debe tomar en cuenta que para superovulación no es suficiente tener varios 
folículos desarrollándose, es de igual importancia lograr que todos los folículos 
en desarrollo maduren y ovulen y que se obtenga una alta tasa de fertilización 
de los ovocitos ovulados. Sabemos que en llamas y alpacas Bravo et al. (1991) si 
inducimos ovulación cuando los folículos son de menos de 4 mm de diámetro no 
habrá secreción de LH y consecuentemente no habrá ovulación y por otro lado si 
los folículos maduros comienzan a regresionar aun cuando haya suficiente nivel 
de LH no habrá ovulación sino luteinización de folículos. Por lo tanto es crítico 
inducir la ovulación al momento preciso osea cuando el folículo está maduro y 
tiene entre 8 y 12 mm de diámetro. Aller et al. (2003) recomiendan estimular la 
ovulación cuando el folículo tiene 7 mm; para lograr la estimulación al momento 
oportuno es necesario hacer un seguimiento del desarrollo folicular durante el 
período de desarrollo inducido por las gonadotropinas e inducir la ovulación 
por cópula y/o inyección de hCG o GnRH cuando el folículo tiene más de 7 mm 
de diámetro  (Vivanco et al., 2009).
 
Ratto et al. (1997) informan que en llamas la cópula después de 36 horas 
desde la última inyección de FSH en animales que recibieron tratamiento de 
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gonadotropinas por 5 días, incrementó la respuesta ovulatoria en comparación 
con llamas que recibieron la estimulación por cópula inmediatamente al final 
del tratamiento con gonadotropinas por 5 días; el hecho de que las llamas 
no recibieron tratamiento de gonadotropinas por 36 horas desde el final del 
tratamiento con gonadotropinas hasta la cópula hace muy difícil de interpretar 
la data ya que hay efectos confundidos, la pregunta sin resolver es que respuesta 
hubiera habido si en lugar de suspender el tratamiento por 36 horas hubiera 
continuado. 

Muchos autores, incluidos nosotros, informan de dos cópulas en donantes CAS 
tratadas para superovulación, sirviendo nuevamente a las donantes a las 12 o 
24 horas desde la primera cópula  (Aller et al. 2002b; Ratto et al. 1997; Gamarra 
et al., 2007; Vivanco et al.,2009), esto se hace con el objeto de incrementar la 
disponibilidad total de espermatozoides mótiles para la fertilización de los 
muchos ovocitos producidos en la superovulación y no tiene influencia en la tasa 
de ovulación ya que tanto en alpacas como en llamas la pituitaria no responde 
a la segunda cópula o inyección de GnRH secretando más LH si la cópula o 
inducción se hace dentro de las 24 horas desde la primera como fue demostrado 
por  Bravo et al (1992). 

Hay informes conflictivos acerca de la superioridad en respuestas cuando se usa 
FSH versus eCG.  Ratto et al., (1997)  encontraron que el uso de eCG es tan efectivo 
como FSH o una combinación de FSH y eCG para la estimulación del desarrollo 
multifolicular pero no para el número de ovulaciones, en este parámetro para 
estos autores los tratamientos con FSH resultan con mayor tasa de ovulación, 
lo mismo para Correa et al. (1997).  Agüero et al. (2001) observaron así mismo 
una menor receptividad sexual en alpacas cuando usaron eCG y señalan que 
probablemente sea debido a que eCG estaría induciendo luteinización temprana. 
Miragaya et al. (2006) indican que hay una alta incidencia de quistes foliculares 
en hembras tratadas con eCG si no tenían tratamiento previo con progesterona. 
Sin embargo nuestros resultados (Vivanco et al., 2009) muestran mayor tasa 
ovulatoria y embriones transferibles para nuestro protocolo superovulatorio que 
usa eCG en comparación con FSH, pero esto necesita mayor evaluación ya que 
los protocolos que usan eCG y los que usan FSH son diferentes en su estrategia 
de sincronización de la onda folicular, necesitamos hacer una comparación bajo 
la misma estrategia.

En referencia al estímulo ovulatorio en alpacas o llamas bajo tratamiento 
superovulatorio, la mayoría de estudios han usado monta natural para la 
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fecundación de las hembras donantes tratadas,  por lo que el principal estímulo 
ovulatorio ha sido la cópula, algunas veces en combinación con una inyección de 
hCG o GnRH (Bravo et al. 1991, 1992; Aller et al. 2002a; Ratto et al.1997; Correa et 
al. 1997; Gamarra et al., 2007; Vivanco et al., 2009). Nosotros (Vivanco et al. 2014b) 
encontramos que la aplicación de LH inmediatamente después de la cópula en 
alpacas superovuladas es más eficiente en inducir ovulación múltiple y reducir 
el número de folículos no ovulados al momento de la colección embrionaria que 
la aplicación de GnRH.

La estimulación ovulatoria usada en recipientes de embriones es similar 
a la descrita para hembras receptoras de semen  en IA (monta con macho 
vasectomizado o la aplicación de GnRH o hCG o la combinación de monta y 
aplicación de dichas hormonas). Las receptoras son inducidas a ovular dos días 
posterior al día de las donantes, colectando embriones de día 8 en receptoras 
de día 6 (Trasorras et al., 2010), en nuestro caso medio día posterior al día de 
las donantes, colectando embriones de día 6 en receptoras de día 5.5. Ratto et 
al. (2006a) no encontraron diferencia entre solo monta natural, inyección de 
sólo  5 mg de LH (sin cópula) o inyección de  50 ug de GnRH sin cópula, en la 
proporción de llamas receptoras que ovularon (80 a 90%) y en el intervalo entre 
la inducción a ovulación y el momento de ovulación (29 a 30 horas). Nosotros  
(Gamarra et al., 2007) indujimos ovulación en 112 alpacas recipientes usando 
cópula con machos vasectomizados en combinación con inyección de  10 ug of 
GnRH inyectado intramuscularmente inmediatamente después de la cópula  
encontrando a la inspección 7 días más tarde que el 82.14% de las alpacas habían 
ovulado, el 3.57% con ovulaciones dobles, el 50% de las ovulaciones ocurrieron 
en el ovario izquierdo y el 50% en el derecho.  

Los resultados de todos los estudios revisados muestran que hemos logrado 
desarrollar sistemas adecuados de inducción de la ovulación en recipientes con 
resultados consistentes y repetibles. En donantes en cambio los resultados son 
aún algo variables por lo que se requiere más investigación para lograr una 
estrategia adecuada de superovulación que produzca alta y repetible cantidad 
de embriones transferibles por donante tratada. Nuestros resultados a la fecha  
muestran que ya estamos en un promedio cercano a 4 embriones transferibles 
por alpaca donante, este es un logro importante comparado a los promedios de 
hace 5 años atrás, por lo que con mayor apoyo a la investigación y  desarrollo 
tecnológico debemos ser capaces de alcanzar mayores tasas de producción 
embrionaria comparables con los resultados en otras especies de rumiantes. La 
variabilidad entre individuos podrá ser reducida si se determina para alpacas 
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el nivel de Hormona Anti Mulleriana que sirva como predictor de la respuesta 
superovulatoria tal como ha sido obtenido para el caso del vacuno (Monniaux 
et al. 2008).

LA PRODUCCIÓN DE EMBRIONES IN VIVO SIN SUPEROVULACIÓN

Algunos autores han optado por colectar el embrión formado luego de una 
ovulación y  cópula dentro del ciclo ovárico normal de la alpaca sin previa 
inducción hormonal de superovulación. Taylor et al. (2000) colectaron 22 
llamas durante 2 años consecutivos, haciendo el seguimiento a los ovarios por 
ultrasonografía, sirviendo a las llamas por monta natural e inyectando 2 mg 
de LH al momento de la cópula efectuada cuando el folículo tenía 10 mm de 
diámetro o más; las receptoras recibieron sólo la dosis de LH; en total efectuaron 
99 colecciones y obtuvieron 67 embriones (0.68 embriones por colección), 
transfirieron 49 embriones que resultaron en 18 preñeces (36.7%). Las colecciones 
fueron hechas ya sea los días 7, 8 o 9 post cópula encontrando que la tasa de 
recuperación embrionaria y la tasa de preñez aumentaron en relación directa 
con el intervalo entre cópula y colección embrionaria. Todos los embriones 
colectados fueron blástulas eclosionadas lo que confirma la observación de  Del 
Campo et al. (1995) que indican que los embriones en CSA llegan a los cuernos 
del útero  en un estado de desarrollo bastante avanzado en comparación con 
otras especies. Taylor et al. (2001) usaron en alpacas la misma estrategia que 
en llamas, colectando el embrión producido dentro de un ciclo normal sin 
estimulación de superovulación, la alpaca fue colectada dos veces consecutivas 
en un período de 37 días obteniendo 100% de tasa de colección y 100% de tasa 
de preñez; las transferencias fueron hechas a llamas recipientes. 

La demostración de Taylor de la factibilidad del sistema y la importante 
observación de Vaughan et al. (2004) en el sentido de que el desarrollo folicular 
en los primeros 10 días desde la emergencia de la onda folicular es consistente 
y continuo sin importar el subsecuente intervalo entre ondas foliculares, ha 
permitido desarrollar el sistema llamado “lavado embrionario simple” que 
consiste en colectar embriones de las alpacas donantes cada 10 a 12 días sin 
estimulación hormonal. Vaughan (2012) informa que ha colectado a 822 alpacas 
donantes que presentaban en promedio  1.2 ± 0.3 CL, obteniendo  667 (67% 
tasa de recuperación) embriones consiguiendo un promedio de 0.81 embriones 
por donante, el mismo autor indica que las donantes a ser sometidas a lavado 
embrionario simple pueden ser sincronizadas para poder lavar varias donantes 
el mismo día, la sincronización se puede lograr induciendo la ovulación en un 
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grupo de donantes 10 a 12 días antes de la cópula fértil e induciendo luteólisis 
del CL 24 horas antes de la cópula fértil ;  las donantes son servidas una sola vez 
y se hace el lavado uterino  7 a  8 días después.  

Con los avances actuales en el rendimiento de embriones transferibles por 
donante superovulada como se puede ver en el cuadro 2, la ventaja de hacer 
lavado embrionario simple podría ser cada vez menor ya que en los programas 
de mejora genética es necesario maximizar el número de descendientes de 
hembras élite por unidad de tiempo.

LAS TÉCNICAS USADAS PARA EL LAVAJE UTERINO EN LA COLECCIÓN  
EMBRIONARIA IN VIVO Y PARA LA TRANSFERENCIA EMBRIONARIA

La técnica más usada en CSA domésticos (alpacas y llamas) es la cateterización 
del útero por la ruta transvaginal; la técnica es descrita en detalle por  Taylor et 
al (2000) y Gamarra et al. (2006). Taylor y colaboradores usaron catéteres de 20 
Fr en llamas y también en alpacas (Taylor et al. 2001);  nosotros  (G. Gamarra 
et al. 2006) usamos normalmente en alpacas catéteres Foley de 14 Fr con bulbo 
inflable de 5 cc, reduciendo a 12 Fr para alpacas que presenten estrecho lumen 
cervical. 

La otra técnica empleada para lavaje uterino en CSA es la técnica quirúrgica 
por laparotomía ventral, esta técnica fue usada desde los primeros esfuerzos en 
colección embrionaria en CAS (Novoa y Sumar, 1968). Nosotros (Vivanco et al, 
2014) hemos usado colección embrionaria quirúrgica por laparotomía ventral en 
alpacas pero la hemos descontinuado porque no encontramos ninguna ventaja 
significativa de su uso en comparación a la técnica transcervical. El medio de 
lavaje uterino usado por nosotros (Vivanco et al., 2014) en CAS es el medio de 
lavado comercial de embriones.
 
Para la transferencia de los embriones, la técnica más usada es la técnica no 
quirúrgica por cateterización transcervical del útero, es muy similar a la técnica 
usada en vacas, empacando previamente los embriones en pajuelas de 0.25 cc y 
usando catéteres y pistoletas comercialmente disponibles. Nosotros (W. Vivanco 
et al , 2014) hemos usado tanto la técnica transcervical no quirúrgica como la técnica 
quirúrgica con ayuda laparoscópica la cual es superior en términos de preñez a 
la técnica transcervical no quirúrgica (cuadro 3); inicialmente transferíamos el 
embrión en el cuerno uterino ipsilateral al CL pero debido a que  la mayoría de 
las gestaciones son llevadas en el cuerno uterino izquierdo independientemente 
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del lado de la ovulación  (Fernández Baca et al; 1979), actualmente transferimos 
todos los embriones en el cuerno uterino izquierdo independientemente del 
lado en que se encuentre el CL ya que no encontramos diferencia significativa 
alguna en preñeces. El medio que usamos para manipular los embriones y para 
la transferencia embrionaria es el “medio de mantenimiento” (1 L PBS + 1 G 
Glucosa + 36 mg Piruvato de Sodio + 0.4% BSA + 50 mg de Monosulfato de 
Kanamicina).

Los embriones de alpaca llegan al útero en estadío avanzado, colecciones a los 
6 y 6.5 días post fertilización resultan en la colección de blástulas  expandidas 
y eclosionadas, colecciones a los 7 días producen blástulas eclosionadas y 
elongadas. La morfología embrionaria es muy similar entre alpacas y llamas 
pero los embriones de llama son de mayor tamaño a igual edad embrionaria 
(Cuadro 3).

Cuadro N° 3: Tamaño de los embriones en llamas y alpacas, a los 6 y 6.5 días de 
desarrollo embrionario

Especie
Edad de 

embrión en 
días

Número de 
embriones

Promedio de 
Longitud

micras

± DE de 
longitud
micras

Promedio 
de Ancho

micras

± DE de 
Ancho
micras

Llamas
6.5 11 210.6 70.5 173.7 55.2

6.0 8 154.4 18.1 127.4 14.3

Alpacas
6.5 5 131.5 49.5 113.8 36.8

6.0 10 101.5 22.4 90.1 24.9

Fuente: Vivanco et al. 2020.

Foto 1. Materiales usados para 
la colección no quirúrgica de 
embriones por cateterización 
transcervical: Medio de lavaje, 
cateter foley de 14 Fr y bulbo 
de 5 cc; jeringas hipodérmicas y 
agujas; embudo con filtro para 
embriones,vasos y  frascos de 
colección. Fotografías de Vivanco 

International SAC.
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Foto 2. Etapas de la selección de donantes, superovulación y fertilización

Fotografías de Vivanco International SAC.

Foto 3. Colección de embriones por cateterización cervical y sifoneo

Fotografías de Vivanco International SAC.

Selección de donantes y superovulación

Inspección ovárica con ecosonógrafo Folículo maduro de 8 mm

Inducción de ovulación por
cópula con machos 
vasectomizados

Monta con 
macho 
entero para 
fertilizar

Inyecciones de inductores de ovulación y de 
hormonas gonadotrópicas

Respuesta superovulatoria mostrando 
múltiples folículos en desarrollo

Determinando respuesta superovulatoria
por inspección  ovárica con ecosonógrafo

Colección de los embriones por lavado uterino vía
cateterización transcervical

Verificación de la presencia de los CL

Imagen de los CL  en el ovario Cateterización del útero

Inyección del medio de lavado al útero Succión del medio  de lavado del útero
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Foto 4. Filtrado, búsqueda y calificación de embriones de alpaca.
Fotografías de Vivanco International SAC.

Foto 5. Mostrando las etapas de la transferencia embrionaria quirúrgica en alpacas  con apoyo 
laparoscópico. Fotografías de Vivanco International SAC.

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



138

Henry William ViVanco mackie

Foto 6. Transferencia embrionaria no quirúrgica transcervical intrauterina, conduciendo la 
pipeta de transferencia hasta la porción superior del cuerno uterino izquierdo. Fotografías de 
Vivanco International SAC.

LOS RESULTADOS DE PREÑEZ

Bravo et al. (1990) describen para las alpacas que el CL empieza a regresionar 
rápidamente (11 a 12 días después de la cópula o sea 9 a 10 días después de 
la ovulación), por lo que si un embrión no está enviando señales al útero de 
la recipiente para el día 8 o 9, es muy probable que ocurrirá la regresión del 
CL y que la preñez no se establezca (Aba et al., 1997; Del Campo et al., 1995). 
Nosotros (Vivanco et al., 2014) hemos comparado la transferencia de embriones 
a recipientes que fueron inducidas a ovular el mismo día que las donantes, 
un día antes que las donantes y un día después que las donantes; este último 
grupo nos dio el más alto porcentaje de preñez (44.44%)  cuando los embriones 
fueron transferidos por técnica con ayuda laparoscópica (Cuadro 4). Nosotros 
recolectamos los embriones el día 6.5 post cópula;  91% de las estructuras 
recuperadas son embriones transferibles al estadío de blástula eclosionada y 
blástula expandida. El rápido desarrollo de los embriones está probablemente 
relacionado con la necesidad de enviar señales al útero lo más pronto posible 
para que la madre reconozca y acepte la preñez. Vaughan (2012) informa 
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que su promedio de preñez es de 41.8% para 3,963 recipientes que recibieron 
embriones producidos por superovulación  y 42.4% de preñez para 553 
recipientes que recibieron embriones del sistema de lavado embrionario simple 
sin superovulación. 

La mayoría de los autores reportan porcentajes de preñez pero no de nacimientos. 
Nosotros (Vivanco et al., 2015b y c) hemos observado que en alpacas se presentan 
pérdidas de preñez no sólo en los primeros dos meses después de la transferencia 
sino que y sobre todo en el caso de embriones criopreservados, las pérdidas de 
preñez ocurren también en estadíos más avanzados (Cuadro 5).

Cuadro 4. Porcentaje de preñez en alpacas en función del tipo de embrión, 
el grado de sincronización donante-recipiente y el método de transferencia 
embrionaria usado.

TIPO DE 

EMBRIÓN

MÉTODO DE 

TRANSFERENCIA

SINCRONISMO 

DONAD.-RECEP.

HEMBRAS 

TRANSFERIDAS

TASA DE PREÑEZ 

POR SUB GRUPOS

TASA DE 

PREÑEZ POR 

GRUPOS

FRESCO

CERVICAL

-1 6 0 % (0/6)

23.3 % (7/30)

0 9 33.3 % (3/9)

LA

PAROSCÓPICA

-1 9 44.4 % (4/9)

0 6 0 % (0/6)

CONGE-

LADO CERVICAL

-1 13 7.7 % (1/13)

9.1 % (2/22)

0 9 11.1 % (1/9)

VITRIFI-

CADO
CERVICAL

-1 4 0 % (0/4)

0 % (0/13)

0 9 0 % (0/9)

   65 13.8% (9/65)

W. Vivanco, et al. 2014
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Foto 7. Alpacas recipientes de embriones con sus respectivas crías nacidas de transferencia 
embrionaria en el Fundo Mallkini de la Compañía Michell y Cía. Azángaro, Perú. Fotografías 

de Vivanco International SAC.

Con el fin de incrementar los porcentajes de nacimientos logrados con la 
transferencia de embriones en alpacas, nosotros (Vivanco et al.; 2018) hemos 
ensayado la aplicación de drogas antiinflamatorias no esteroideas (NSAID 
“nonsteroidal anti inflammatory drugs”) tales como el meloxicam  (0.5 mg/kg de 
peso vivo) y el ácido tolfenaico (3 mg/Kg de peso vivo) inyectadas a las recipientes 
inmediatamente después de la transferencia embrionaria con el fin de bloquear 
la producción de prostaglandina F2α (PGF2α) y consecuentemente mantener la 
actividad del cuerpo lúteo; el meloxicam tuvo mejor comportamiento pero no 
incrementó significativamente la preñez en relación al promedio de preñeces 
obtenidas con transferencia embrionaria en el rebaño, es necesario continuar la 
investigación con mayor número de animales tratados. Otra estrategia ensayada 
por nosotros (Michell y Cia., 2018)  ha sido la suplementación de progesterona 
(inserción de CIDR) a la recipiente al momento de la transferencia embrionaria 
y la inyección de PMSG también al momento de la transferencia embrionaria 
para estimular la actividad luteal del CL; el tratamiento con PMSG fue superior 
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pero no alcanzó significación estadística por lo que es necesario continuar estos 
ensayos con un mayor número de animales; es aún un interesante reto encontrar 
sistemas que nos permitan evitar la regresión del CL y  reforzar su función para 
evitar la pérdida de preñeces en alpacas. En nuestros ensayos (Michell y Cia., 
2018) hemos determinado la tasa de preñez obtenida cuando los embriones de 
alpaca son transferidos a receptoras llamas en comparación a las transferencias 
de embriones de alpacas a receptoras alpacas obteniendo mayor tasa de preñez 
cuando los embriones de alpacas son transferidos a receptoras llamas, nuestra 
interpretación es que las llamas serían menos susceptibles al estrés del manejo y 
transferencia embrionaria, pero esto debe ser demostrado científicamente.

En el Cuadro 5 se puede apreciar que las preñeces de los embriones frescos 
la mayoría se perdieron durante los primeros 60 días de gestación, pero aún 
hubieron pérdidas después de los 77 días (11 semanas) de gestación. En el caso 
de los embriones criopreservados ninguna gestación llegó a los 77 días.

Hasta el año 2019 no se había logrado a nivel mundial el nacimiento de crías 
alpaca por transferencia embrionaria de embriones in vivo criopreservados 
ya sea por congelamiento o por vitrificación; nuestro grupo acaba de lograr el 
nacimiento de las dos primeras crías de alpacas producto de embriones in vivo 
vitrificados y transferidos a recipientes alpacas tanto en Estados Unidos (Lutz et 
al; 2020; Foto 8) como en el Perú en Mallkini (Vivanco et al; 2020).

Foto 8. Primera cria alpaca nacida en 
el mundo producto de transferencia 
embrionaria de embrión criopreservado 
producido por MOET , vitrificado, 
desvitrificado y transferido a receptora 
alpaca. Fuente: JC Lutz, SL Johnson, 
KJ Duprey, PJ Taylor, HW Vivanco, 
D. Ponce-Salazar, M. Miguel, and C.R. 

Youngs. 2020.
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La criopreservación de embriones de CAS se trata en otros capítulos por lo que 
aquí sólo mencionamos el hito que hemos logrado.

Cuadro 5. Evolución del porcentaje de sobrevivencia embrionaria en alpacas 
hasta el nacimiento de acuerdo al tipo de embrión y método de transferencia 
embrionaria.

Tipo de 
embrión y 
método de 

transferencia

Número de 
embriones 

transferidos   
(un embrión 

por recipiente)

Sobrevivencia 
embrionaria 

a las 3 
semanas post 
fertilización

n (%)

Sobrevivencia 
embrionaria 

a las 9 
semanas post 
fertilización

n (%)

Sobrevivencia 
embrionaria 

a las11 
semanas post 
fertilización

n (%)

Sobrevivencia 
embrionaria 

hasta el parto 
n (%)

Fresco
Metodo no 
quirurgico

33 11 (33.3) 7 (21.2) 7 (21.2) 7 (21.2)

Fresco 
Método 

quirurgico
49 18 (36.7) 14 (28.6) 14 (28.6) 11 (22.4)

Congelado 
método no 
quirurgico

22 2 (9.1) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

Congelado
Método 

quirúrgico
10 2 (20.0) 1 (10.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

Vitrificado
Método no 
quirúrgico

13 2 (15.4) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

Fuente: Vivanco et al, 2015b y c

Aplicación de tecnologías complementarias a la producción de embriones IN 
VIVO para el incremento de la producción de crías y de la productividad

Indudablemente la producción de embriones  IN VITRO abre una nueva etapa 
en la reproducción de todos los mamíferos no sólo por sus características y 
aportes ya descritos más arriba sino también porque constituirá la base sobre 
la cual se podrán construir y aplicar tecnologías reproductivas más avanzadas 
que requieren de los procesos de maduración de gametos y cultivo IN VITRO de 
los embriones resultantes; sin embargo, es posible usar tecnologías avanzadas 
también con embriones producidos IN VIVO y sin necesidad de tener facilidades 
IN VITRO para maduración de gametos e incubación de embriones.
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La bisección embrionaria (“clonación verdadera”)

La bisección embrionaria de embriones IN VIVO por el método desarrollado 
y aplicado por Vivanco et al. (1991; 1992 ) en ovinos es un método muy simple 
y puede ser hecha ya sea utilizando un micromanipulador y microscopio 
invertido o a mano alzada en un plato Petri y con una hoja de afeitar (“clonación 
hecha a mano”); consiste en seleccionar embriones luego de su colección 
escogiendo embriones de grado A ( de acuerdo a clasificación de IETS) y en 
estado de blástula expandida y con masa central de células nítidas y bien 
formadas, someter el embrión a un baño en gota con medio de mantenimiento 
con alto porcentaje de suero (20% de FCS) y luego transferirlo al plato Petri a 
una gota de bisección (medio de mantenimiento sin proteína que permite que 
el embrión sea atraído y fijado al fondo del plato), luego efectuar la bisección 
ya sea en el micromanipulador o a mano, cortando el embrión en dos cuidando 
que la masa central de células esté repartida homogéneamente entre las dos 
mitades; inyectar a la gota de bisección medio con alta proteína para despegar 
el embrión del fondo, extraer cada mitad, cargarla en pajuelas ya sea como dos 
mitades o una mitad en cada pajuela y efectuar la transferencia a la receptora. 
Este procedimiento se conoce también como clonación verdadera porque 
genera gemelos idénticos. Luego de haber aplicado esta tecnología en miles de 
embriones en ovinos (Vivanco et al 1991;1992) la acabamos de aplicar el año 
2019 en embriones de alpacas en el Fundo Mallkini de la Compañía Michell en 
Azángaro Perú generando la primera cría nacida a nivel mundial (en febrero de 
2020) de embrión bisectado en alpacas (trabajo en publicación).

Foto 9. Bisección embrionaria, método simple de clonación de embriones
(Vivanco et al. 1991; 1992). Fotografía de Lactea SA y Vivanco Imnternational SAC.
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Pre determinación del sexo de la cría

La predeterminación del sexo de las crías a nacer es crucial en los planes de 
rescate de poblaciones y en los planes de producción de animales en Núcleos 
Genéticos Elite (NGE). Así, en el Perú el principal producto de los NGE de 
alpacas y llamas deberá ser machos mejoradores para ser distribuidos a 
los productores, requiriéndose por consiguiente una mayor proporción de 
nacimientos de machos, con población de hembras solo para cumplir con los 
programas de reemplazos. En el caso de la vicuña y el guanaco en cambio el  
principal producto deberán ser hembras hasta llegar a una población suficiente, 
siendo la población de machos necesaria en menor proporción.

No hay experiencias aún en sexado de semen (separación de espermatozoides X e 
Y) en camélidos sudamericanos, por lo que la investigación en esta área es de gran 
interés aunque limitaciones de patentes y otros arreglos comerciales hacen difícil 
el acceso a la tecnología. Actualmente los niveles de fertilización alcanzados en 
bovinos con el uso de semen sexado aunque no son altos permiten su aplicación 
ya sea en inseminación directa (Seidel y Jonson 1999) o en fertilización in vitro 
(Arlotto et al. 1996). Cran et al. (1997) y Vivanco (1999b) extrapolaron la técnica 
de sexado espermático para ser usada en ovinos exitosamente; es de esperar que 
lo mismo suceda en su aplicación para sexado de semen del camélido.

El sexado de embriones por medio de biopsia embrionaria y determinación de la 
presencia (o ausencia ) del cromosoma “Y”  por técnicas de biología molecular es 
una práctica usada desde hace más de una década en bovinos (Thibier y Nibart, 
1995), su aplicación en otras especies requiere del desarrollo de “marcadores” 
específicos para el cromosoma “Y” de la especie en cuestión; no hay referencias 
de que se hayan desarrollado y/o usado estos marcadores de sexo en camélidos, 
aunque si se han usado técnicas moleculares para identificación de especies (J. 
Wheeler 1995). 

Otras tecnologías reproductivas: tecnologías reproductivas avanzadas han 
sido aplicadas fundamentalmente como parte de la producción embrionaria 
IN VITRO, así  Miragaya et al.( 2003),  efectuaron inyección intracitoplasmatica 
de espermatozoides (ICSI) en ovocitos de camélidos sudamericanos para la 
obtención de embriones in vitro;  Sansinena et al. (2003) han ensayado IN VITRO 
reconstrucción de  embriones de llama por transferencia nuclear de células 
somáticas para clonación aunque ninguno alcanzó a producir crías producto de 
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estas tecnologías. Pero en dromedarios ya se ha logrado la primera cría clonada 
por transferencia nuclear (Wani et al., 2010). Tal vez una de las limitaciones 
del éxito del uso de estas tecnologías avanzadas sea la carencia de un sistema 
eficiente y robusto de producción de embriones IN VITRO en camélidos; sin 
embargo, potencialmenmte es factible trabajar estas tecnologías también en 
sistemas IN VIVO, así, podríamos madurar los ovocitos in vivo, colectarlos, 
denudarlos y someterlos a ICSI para luego transferirlos a los oviductos de 
llamas o alpacas. Igualmente podríamos utilizar ovocitos madurados in vivo 
para enuclearlos y utilizarlos para transferencia nuclear con células somáticas o 
blastómeros (obtenidos de embriones in vivo) y luego transferirlos a oviducto de 
llamas o alpacas. La micromanipulación de embriones para la construcción de 
quimeras y su subsecuente cultivo IN VIVO es también otra posibilidad. Todas 
éstas son áreas muy interesantes para la investigación y constituyen un reto para 
los investigadores de las nuevas generaciones.
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CAPÍTULO VII

AVANCES EN FECUNDACIÓN IN VITRO EN ALPACAS 
Y LLAMAS

Jaime Ruiz Béjar

RESUMEN

E
n este capítulo se hace una revisión de resultados de investigación referentes 

a la maduración in vitro, medios para el cultivo de embriones, uso de 

agentes capacitantes, co-cultivo de células y embriones, y la sincronización 

de hembras receptoras de embriones FIV en camélidos sudamericanos. Se 

han incluido distintos componentes a los medios de maduración in vitro de 

ovocitos de camélidos sudamericanos pero no se ha evaluado su real efecto en 

la maduración de este gameto. El tiempo de maduración in vitro adecuado en 

llamas ya se había establecido hace algunos años en 30 horas, en esta revisión 

se incluyen resultados en los cuales se encontró que el tiempo de maduración 

de ovocitos de alpaca es menor a 26 horas. Se ha utilizado en distintos trabajos 

de investigación SOF-IVC, TCM-199, KSOM, DMEM y CR1aa para el cultivo de 

embriones de alpacas o llamas, al comparar estos medios en un mismo estudio 

excepto el DMEM, se encontró que SOF-IVC y KSOM son los mejores medios 

para el cultivo de embriones de alpacas. Tradicionalmente se ha utilizado la 

combinación de PHE (Penicilamina, Hipotaurina, Epinefrina) y heparina para la 

capacitación de espermatozoides de llama y alpaca, en esta revisión se presentan 

resultados de comparación de la cafeína y la heparina para la capacitación de 

espermatozoides de alpaca, pero no se encontró diferencias estadísticas entre 

ambos agentes. Distintos tipos celulares se han utilizado para el co-cultivo 

de células con embriones de alpacas y llamas en desarrollo in vitro, en esta 

revisión se presenta un experimento en el que se encontró que las células del 

oviducto, fibroblastos de la oreja y células fetales son las mejores para el co-
cultivo de embriones de alpaca producidos por FIV. Existen escasos reportes de 

transferencia de embriones producidos por FIV en alpacas y llamas, un aspecto 

clave y necesario para investigar es la sincronización de hembras receptoras 

con el embrión producido por fecundación in vitro, sin duda este es uno de los 

aspectos a mejorar para obtener mayores preñeces y nacimientos de crías de 

alpacas y llamas a partir de un embrión producido in vitro. 
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INTRODUCCIÓN

L
a fecundación in vitro (FIV) es el procedimiento por medio del cual 

ovocitos maduros son cultivados junto con espermatozoides y de esta 

forma fecundados, para esto los espermatozoides deben ser sometidos 

previamente a un proceso de preparación in vitro con el objetivo de iniciar su 

capacitación y desencadenar la reacción acrosómica (Palma 2001). La utilización 

de la FIV en camélidos sudamericanos podría ser una alternativa para el 

mejoramiento genético de camélidos domésticos y para la preservación de los 

camélidos silvestres (Ruiz 2011). Sin embargo existen pocos reportes de FIV 

en camélidos sudamericanos: Del Campo et al., (1994); Gómez et al., (2002); 

Conde et al., (2006); Ratto et al., (2007); Conde et al., (2008); Gamarra et al., (2008); 

Mendoza et al., (2008); Machicado et al., (2009); Huanca et al., (2009); Huanca et 

al., (2010); Huamán et al., (2011); Berland et al., (2011) y Santayana et al., (2012) y 

hasta la fecha se han logrado producir escasas gestaciones (Mendoza et al., 2013; 

Trasorras et al., 2014) y el nacimiento de una cría llama (Landeo et al., 2016) con 

protocolos desarrollados en el Laboratorio de Biotecnologías Reproductivas de 

la Universidad Nacional de Huancavelica (Ruiz 2018).

La fecundación in vitro maximiza el uso de los gametos de animales de calidad 

genética superior. Una alpaca hembra con empadre natural puede tener sólo 

una cría al año, sin embargo, es posible recuperar de 10 a 15 ovocitos/sesión en 

alpacas vivas a través de la aspiración transvaginal guiada por ultrasonografía 

y repetir la aspiración al menos 4 veces al mes. Esto nos permitiría tener hasta 

60 ovocitos al mes los cuales pueden ser fecundados in vitro y tener de 10 a 15 

embriones transferibles por mes y al año 120 a 180 embriones transferibles los 

cuales pueden perfectamente producir 50 a 60 gestaciones al año al transferir 

estos embriones en alpacas o llamas receptoras.  Con respecto a la alpaca macho, 

debido a su pequeño testículo y su escasa producción de espermatozoides, este 

sólo puede hacer de 2 a 3 servicios fértiles por día los cuales muchas veces pue-

den ser realizados en alpacas receptivas pero que aún no tienen un folículo do-

minante con un tamaño mínimo de 7 mm y por lo tanto no ovulan y no quedan 

preñadas desperdiciándose todos los espermatozoides del servicio. 

La producción de embriones por fecundación in vitro en camélidos sudamericanos 

se encuentra aún a nivel de investigación. Generalmente, en los diferentes trabajos 

de investigación se ha utilizado medios de maduración y cultivo de embriones 

validados para vacunos y poco se ha investigado en obtener medios específicos 
para trabajar con gametos de camélidos sudamericanos para la producción 
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de embriones FIV, se debe tener en cuenta la naturaleza y características de 

los gametos de alpacas y llamas en la preparación de los medios y tener en 

cuenta la fisiología reproductiva de estas especies para proponer protocolos de 
sincronización del embrión producido in vitro y la futura receptora del embrión. 

Son necesarios mayores estudios que nos permitan obtener mayor cantidad 

de embriones in vitro de alpaca y/ llama y de mejor calidad genética para que 

puedan ser transferidos satisfactoriamente en hembras receptoras y lograr 

obtener mayor cantidad de gestaciones y de crías aplicando la fecundación in 

vitro en camélidos sudamericanos. 

Maduración in vitro de ovocitos de alpacas

Los COCs (Complejos ovocito-cúmulo) de alpaca son recuperados de ovarios 

procedentes de mataderos o mediante la técnica de aspiración folicular de 

ovocitos (descrito en capítulo VIII) desde hembras vivas (Ruiz, 2011) o por 

laparoscopía (Ruiz y Correa, 2007). Los COCs son colectados inmaduros y 

necesitan un tiempo de maduración in vitro para alcanzar la Metafase II, que es la 

fase meiótica en la cual pueden ser fecundados con éxito por un espermatozoide 

capacitado (Ruiz, 2011). Para la maduración in vitro de ovocitos de alpaca se 

han utilizado diferentes tiempos tales como: 24-25 horas (Mendoza et al., 2008; 

Huamán et al., 2011), 27 horas (Ruiz y Correa 2007) y 30 horas (Gamarra et al., 

2008). Sin embargo, Huanca et al., (2009) recomiendan 38 horas o más como 

tiempo óptimo para la maduración de ovocitos de alpaca y Santayana et al., 

(2012) encontró mayor cantidad de ovocitos maduros con 34 horas comparado 

con 30 y 26 horas de maduración. Recientemente Ruiz y Artica (2021), evaluaron 

26, 30, 34, 38 y 42 horas de tiempos de maduración in vitro de ovocitos de alpaca, 

encontrando que el tiempo óptimo de maduración es de 26 horas. 

Figura 1. A. Obtención de ovarios en el camal. B. Colocando los ovarios en un termo para 
trasladarlos al laboratorio. C. Ovarios en solución fisiológica atemperada. D. Ovario previo a 
la aspiración de los folículos.
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Mendoza et al. (2008), realizaron un estudio con el objetivo de comparar 

los métodos de gradiente de Percoll y Swim up para la recuperación de 

espermatozoides epididimarios para la fecundación in vitro en alpacas. Los 

COCs fueron madurados in vitro por espacio de 24 - 25 horas en un medio de 

maduración preparado con TCM -199 y suplementado con Piruvato de Na 0,2 

mM, HEPES 25 mM, Sulfato de Gentamicina 50 µg/ml, FSH 0,02 unidades/ml, 

Estradiol 17-β 1μg/ml y suero fetal bovino al 10%.  Los COCs fueron fecundados 
con espermatozoides epididimarios y los resultados obtenidos fueron 36.0% y 
43.9% de segmentación para Percoll y Swim up respectivamente; y 6.3% y 6.9% 
de blastocistos para Percoll y Swim up respectivamente.

 
Figura 2. A. Aspiración de los folículos de un ovario de alpaca para recuperar COCs (Comple-
jos ovocito cúmulo). B. Líquido folicular de alpaca. C. Colocando el líquido folicular en una 

placa petri. D. Búsqueda y recuperación de los COCs.

Huamán et al. (2011), realizaron un estudio con el objetivo de evaluar el efecto de 

dos atmósferas de cultivo sobre el desarrollo de embriones de alpacas producidos 

por fecundación in vitro. Los COCs fueron madurados in vitro por 25 horas en 

medio de maduración suplementado con suero fetal bovino (SFB), sulfato de 

Gentamicina, estradiol, FSH y Piruvato de Na. Los COCs fueron fecundados 

con 10 ul de espermatozoides epididimarios recuperados por el método de 

swim up. Los resultados para los embriones cultivados en una atmósfera con 

5% de CO
2
 fueron: 86.36%, 78.26% y 10.04%; y para los embriones cultivados 

en una atmósfera con 90% N
2
, 5% CO

2
 y 5% O

2
 fueron: 91.28%, 86.11% y 11.22% 

de división, mórula y blastocistos respectivamente; sin diferencias estadísticas 

significativas entre ambas atmósferas de cultivo. 
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Figura 3. A. Medio de maduración de ovocitos. B. gotas con SOF HEPES (transparentes) y 
gotas con medio de maduración para colocar los COCs aspirados. C. Ovocitos aspirados de 
alpaca en medio SOF HEPES. D. Ovocitos de alpaca seleccionados y colocados en medio de 

maduración.

Ruiz y Correa (2007), recuperaron COCS de alpaca y llama vía laparoscópica 

los cuales fueron madurados in vitro durante 27 y 30 horas respectivamente en 

un medio compuesto por TCM-199 suplementado con piruvato de Na 0.2 mM, 

sulfato de gentamicina 50 μg/ml, FSH 0,02 unidades/ml, estradiol 17-β 1 μg/ml 
y suero fetal bovino al 10%. Obtuvieron 75% y 100% de COCs maduros de llama 
y alpaca respectivamente. 

Gamarra et al. (2008), realizaron la fecundación in vitro de COCs de alpaca, 

los cuales fueron madurados en TCM – 199 suplementado con 10% de suero 
fetal bovino más EFG, FSH, LH, estradiol y cisteamina por 30 horas a 38.5 °C, 

5% de CO
2
 y 90% de humedad. Los ovocitos seleccionados post-maduración 

fueron fecundados con espermatozoides epididimarios que fueron congelados 

utilizando una solución TRIS-Fructosa con 10% de glicerol. La dosis de 
inseminación fue 10x106 de espermatozoides/gota de 100 ml de medio de 

fecundación que contiene 30 ovocitos, los resultados obtenidos fueron 27.1% de 
segmentación, 8% de mórula y 3% de blastocistos eclosionados.

 
Figura 4. A. Testículo de alpaca lavado con solución fisiológica atemperada. B. 
Separando el epidídimo del testículo. C. Epidídimo de alpaca separado del testículo. D. 
Recuperando espermatozoides desde el epidídimo seccionado en medio SPERM TALP.
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Por otro lado, Huanca et al. (2009), evaluaron el efecto del tiempo de incubación 

sobre la maduración nuclear y determinaron la tasa de división de ovocitos de 

alpaca después de la fecundación in vitro. Los ovocitos fueron madurados in vitro 

por 30, 34 y 38 horas utilizando un medio de maduración compuesto por TCM-

199 suplementado con 10% FCS (v:v), 0.5 μg mL-1 FSH, 10 µg mL-1 hCG, 0.2 mM 

piruvato de sodio, 50 µg mL-1 gentamicina y 1 µg mL-1 Estradiol. Encontraron 

18.9%, 42.9% y 65.8% de ovocitos maduros de alpaca que llegaron a Metafase 
II con 30, 34 y 38 horas de cultivo respectivamente. Las tasas de división de 

los ovocitos fecundados después de 30, 34 y 38 horas de maduración fueron 

9.5%, 7.7% y 15.4% respectivamente. Estos resultados indican que se requieren 
38 horas o más para la maduración y fertilización de ovocitos de alpaca.

 
Figura 5. A. En la base del tubo se observa el Pellet con espermatozoides de alpaca. B. El tubo 
está inclinado en la incubadora para la selección de espermatozoides por swim up. C. Insemi-
nación in vitro de los ovocitos de alpaca. D. Colocando la placa Petri con los ovocitos de alpaca 
inseminados en la cámara de cultivo de embriones. 

Santayana et al. (2012), realizaron un estudio con el objetivo de determinar el 

tiempo óptimo (24, 28 y 32 horas) de maduración nuclear in vitro de ovocitos de 

alpaca y evaluar la influencia de este sobre el desarrollo embrionario luego de la 
fecundación in vitro. Los resultados obtenidos muestran que el mayor porcentaje 

de maduración nuclear (ovocitos en Metafase II) fue alcanzado a las 32 horas de 

cultivo in vitro con un 65.1%, seguido por el de 28 horas con un 50.3% y finalmente 
el de 24 horas con un 46.3%. En cuanto al desarrollo embrionario, se observó 
que los porcentajes de segmentación (41.5%, 47.5% y 60.2%) y blastocisto (11.03, 
14.19 y 17.02) aumentaron gradual y estadísticamente hacia el mayor tiempo de 

maduración, siendo el de 32 horas el tiempo con el mayor índice de desarrollo.
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Figura 6. Desarrollo de un embrión in vitro de alpaca. A. Embrión de dos células. B. Mórula 
de alpaca. C. Blastocisto expandido de alpaca. D y E. Blastocistos de alpaca eclosionando. F. 
Blastocisto eclosionado de alpaca. 

Ayuque et al. (2014), evaluaron el tiempo óptimo de maduración nuclear de 

ovocitos de llama (Lama glama) en el desarrollo de embriones producidos por 

fecundación in vitro, se recuperaron 1100 ovocitos de 178 ovarios (89 llamas) 

de animales que fueron beneficiados en el camal municipal de Huancavelica; 
se utilizaron 672 ovocitos de categoría I y II obtenidos por aspiración folicular 

de ovarios de llamas, fueron madurados en medio TCM-199 suplementado con 

HEPES 25 mM, piruvato de sodio 0.2 mM, sulfato de gentamicina 50 µg/ml, FSH 

0.02 unidades/ml, estradiol 17- β1 μg /ml y suero fetal bovino al 10%, e incubados 
a 38.5°C en una atmósfera de aire estéril con 5% C0

2
,5% 0

2
 y 90% N

2
, por espacio 

de 28, 36 y 42 horas. Transcurrido estos tiempos, los ovocitos fueron retirados 

del medio y sumergidos en una solución de hialuronidasa al 0.1% para ser 
separados de las células del cúmulo. Los ovocitos fueron fijados en una solución 
de metanol ácido acético (3:1) y teñidos con orceína acética al 1% para evaluar 
el estado de maduración nuclear (vesícula germinal VG, vesícula germinal rota-

GVBD, metafase I-MI, metafase II-MII). En el siguiente experimento, se realizó 

la fecundación in vitro y se evaluó el desarrollo embrionario, para lo cual se 

 

 

A B C 

D E C 

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



160

Jaime Ruiz BéJaR

procedió a madurar los ovocitos del mismo modo que en el ensayo anterior, 

conservando los tiempos de 28, 36 y 42 horas. Se recuperaron espermatozoides 

epididimarios en medio Sperm TALP para luego ser lavados y seleccionados 

mediante la técnica de Swim-up, se utilizó una concentración promedio de 

1.5 - 2 x 106 espermatozoides/ml para inseminar los ovocitos. Transcurridas 

las 18h de fecundación, los presuntos cigotos fueron transferidos al medio 

SOF-IVC e incubados por 7 días a 38.5°C, en una atmósfera de aire estéril con 

5% C0
2
 y 90% de humedad. Los resultados obtenidos muestran que el mayor 

porcentaje de maduración nuclear (ovocitos en estadio en MII) está entre 36 

y 42 horas (70.17±4.21% y 70.53±3.72%) respectivamente, seguida de 28 horas 
(49.14±2.79%) con diferencias estadísticas significativas (p <0.05). Por otra parte, 
en cuanto a los resultados del desarrollo embrionario, se obtuvo los porcentajes 

de segmentación, mórula y blastocistos (51.00 ± 3.31%, 71.47 ± 2.49% y 11.64 ± 
1.30%) respectivamente para 36 horas, el porcentaje de segmentación, mórula y 
blastocisto (49.55 ± 3.56%, 76.69 ± 2.90% y 12.51 ± 2.22%) respectivamente para 42 
horas, sin encontrarse diferencias estadísticas entre los tratamientos (p>0.05). Se 

concluye que el tiempo óptimo que requiere los ovocitos de llama para llegar a 

la madurez nuclear (metafase II) está entre 36 y 42 horas, encontrando la misma 

capacidad de desarrollo embrionario in vitro en este mismo periodo de tiempo, 

bajo las condiciones del presente estudio.

Ruiz y Artica (2021), evaluaron el tiempo de maduración de ovocitos de alpaca. 

Los ovocitos fueron madurados in vitro por 26, 30, 34, 38 y 42 horas. En un pri-

mer experimento, transcurrido el tiempo de maduración, los ovocitos seleccio-

nados para la fijación y tinción se introdujeron en una solución de hialuronidasa 
1 mg/ml por 1 minuto, pasado este tiempo se aspiraron repetidamente con una 

micropipeta de 20 µl con el objeto de remover completamente las células del cú-

mulo adheridas a la zona pelúcida. Luego, los ovocitos fueron expuestos a una 

solución de Carnoy a 4°C (metanol absoluto: ácido acético glacial, 3:1) durante 

24 horas para su fijación. La morfología nuclear de los ovocitos teñidos se exami-
nó bajo un microscopio óptico, con objetivo de 40X, para luego ser clasificados 
en 4 categorías en función a su estadio nuclear: Vesícula Germinal (VG), Vesícula 

Germinal Rota (GVBD), Metafase I (M-I) y Metafase II (MII). En un segundo ex-

perimento, después de los períodos de maduración de 26, 30, 34, 38 y 42 horas 

los ovocitos fueron inseminados in vitro con 3x106 espermatozoides/ml. Los es-

permatozoides y los ovocitos se mantuvieron juntos en la incubadora durante 18 

horas a 38.5°C, 90% de humedad y 5% de CO
2
, y luego los ovocitos se cultivaron 

por 7 días en gotas de 50 µl de Medio Fluido Oviductal Sintético (SOF-IVC) su-
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plementado con 3 mg/ml de BSA en una incubadora a 38.5ºC, 90% de humedad 
y 5% de CO

2
. Los resultados encontrados en el experimento 1 indican que para 

26, 30, 34, 38 y 42 horas se encontró 25%, 33.3%, 33.3%, 34.2% y 43.3% de ovocitos 
en Metafase II respectivamente. En el experimento 2 se encontró 48.4%, 38.8%, 
35.6%, 33.2% y 26.8% de división a las 48 horas de la FIV; y 35.5%, 14.8%, 12.4%, 
6.0% y 2.8% de blastocistos a los 8 días de la FIV, respectivamente. Si bien en 
el experimento 1 se encontró mayor cantidad de ovocitos en Metafase II con el 

tratamiento de 42 horas de MIV, en el experimento 2 se encontró menor división 

y blastocistos en el tratamiento con 42 horas de MIV, esto se puede explicar por-

que los ovocitos que ya maduraron en tiempos previos (26, 30, 34 y 38 horas) ya 

han envejecido al llegar a las 42 horas de MIV y tienen menos probabilidades de 

desarrollar un embrión luego de la inseminación in vitro.

Medios para el cultivo in vitro de embriones de alpacas

En camélidos sudamericanos se han utilizado diferentes medios para el cultivo 

de embriones como son: SOF + 0.6% BSA (Machicado et al., 2009; Berland et 

al., 2011), SOF-IVC (Mendoza et al., 2008; Huamán et al., 2011; Santayana et al., 

2012), SOFaa (Gamarra et al., 2008; Conde et al., 2008, Trasorras et al., 2011, 2014), 

TCM-199 (Del Campo et al., 1994; Gómez et al., 2002; Ratto et al., 2007; Huanca 

et al., 2009), KSOM (Condori et al., 2010; Huanca et al., 2010, Arriaga et al., 2014; 

Huanca et al., 2014), DMEM (Trasorras et al., 2011), CR1aa (Sansinena, 2007), en 

un reciente estudio Ruiz et al., (2021) compararon SOF – IVC, CR1aa, TCM y 

KSOM para el cultivo in vitro de embriones de alpaca, encontraron que SOF-IVC 

y KSOM obtuvieron mejores tasas de desarrollo embrionario. 

Machicado et al. (2009), recuperaron COCs por laparotomía en llamas 

superovuladas con eCG, los COCs fueron madurados in vitro en TCM-.199 con 

BSA. Posteriormente, los ovocitos fueron inseminados con semen fresco tratado 

con proteasa. Los embriones fueron cultivados en SOF suplementado con 

0.6% de albúmina de suero bovino. Obtuvieron 60% de ovocitos fecundados. 
Al sexto día se obtuvo 29.4% de mórulas tempranas con un promedio de 8 
blastómeros, 23.8% de mórulas con membrana irregular y 16 blastómeros, 29.4% 
de blastocistos tempranos provistos de zona pelúcida regular y delgada con 

numerosos blastómeros y 17.4% de blastocistos de forma circular, membrana 
regular con blastómeros difíciles de contar y sin espacios entre células.
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Berland et al. (2011), evaluaron la respuesta ovárica, morfología y competencia 

de COCs colectados por aspiración folicular guiada por ultrasonografía en 

llamas tratadas con FSH o eCG. Los COCs expandidos colectados en ambos 

tratamientos fueron fecundados in vitro usando espermatozoides epididimarios. 

Luego los presuntos cigotos fueron co-cultivados con células de granulosa de 

llama en SOF suplementado con 0.6% de albúmina de suero bovino a 39 °C, 5% 
CO

2
, 5% O

2
 y 90% de N

2
 por 7 días.  El porcentaje de división obtenido al día 2 

fue de 65.3% y 63.1%, mórulas en el día 5 fue de 46.2% y 42.5% y blastocistos en 
el día 7 fue de 23.1% y 20.5% no se encontraron diferencias estadísticas (P>0.05) 
entre las llamas tratadas con FSH y eCG respectivamente. Concluyendo que los 

COCs expandidos recuperados por aspiración folicular transvaginal de llamas 

superovuladas con FSH o eCG pueden ser utilizados directamente para la FIV.

Conde et al. (2008), compararon la producción de embriones de llama por dos 

técnicas: FIV (fecundación in vitro) e ICSI (Intracytoplasmic sperm injection). 

Después de 24 horas de la FIV o ICSI, los presumibles embriones fueron 

cultivados en medio SOF (Tervit et al., 1972) suplementado con 1 µM glutamina, 

2% (v/v) aminoácidos esenciales, 1% aminoácidos no esenciales y 8 mg/ml BSA 
(Gardner et al., 1994).  Las tasas de división y de desarrollo embrionario fueron 

registradas a las 48 horas y a los 6-7 días del inicio del cultivo in vitro. 

Trasorras et al., (2014) evaluaron la competencia del desarrollo y tasa de preñez 

de blastocistos eclosionados de llamas producidos in vitro usando gametos de 

animales vivos y dos diferentes condiciones de cultivo. Los ovocitos fueron 

colectados por aspiración folicular guiada por ultrasonografía y el semen 

por electroeyaculación.  Después de 24 horas de la fecundación, los ovocitos 

fecundados fueron colocados en medio SOFaa suplementado con suero fetal 

bovino y divididos en dos tratamientos: (T1) 6 días de cultivo en el mismo medio 

y (T2): renovando el medio de cultivo cada 48 horas. En (T1): la tasa de blastocistos 

fue 36% (10/28) y de blastocistos eclosionados 28% (8/28), mientras que en (T2); 
la tasa de blastocistos fue de 34% (12/35) y de blastocistos eclosionados fue de 
20% (7/35), sin diferencias estadísticas. No se obtuvieron preñeces en T1 (0/8) 
luego de la transferencia de los blastocistos mientras que en T2 (1/7) se obtuvo 

una preñez. Después de 42 días de la transferencia de los embriones la preñez se 

perdió. Este estudio representa el primer reporte de preñez de una llama con un 

embrión producido in vitro utilizando gametos de animales vivos. 

Gómez et al. (2002), maduraron in vitro durante 26 horas ovocitos de alpaca 

recuperados por laparotomía ventral los cuales fueron fecundados in vitro con 
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semen de epidídimo de llamas macho beneficiadas. Los 5 COCs que fueron 
fecundados y cultivados in vitro en medio TCM – 199 desarrollaron hasta mórula 

a los 6 días de evaluación, ninguno continuó el desarrollo hasta el estadío de 

blastocisto. Este es el primer reporte de la producción in vitro de embriones 

híbridos de alpaca - llama.

Condori et al. (2010), evaluaron el efecto de la adición de FSH en el medio de 

maduración sobre la maduración nuclear y tasa de división. Los tratamientos 

fueron T1 (control): FSH por 42 h, T2: 21 h con FSH + 21h sin FSH, T3: 21 h 

sin FSH + 21 H con FSH. Transcurridas las 42 horas de maduración, parte de 

los ovocitos fueron fijados en etanol: ácido acético (3:1) y luego teñidos con 
orceína al 1% para evaluar los estados de maduración alcanzados. El resto de 
ovocitos fue fecundado in vitro con espermatozoides del epidídimo. Los posibles 

cigotos fueron cultivados en KSOM suplementado con 1 mM Glutamina, 0.3 

mM piruvato de Na, 50 µg mL-1 Gentamicina, EDTA, aminoácidos esenciales 

y no esenciales y BSA por 3 días y cultivados en medio SOF por 7 días. Los 

ovocitos que alcanzaron la metafase II fueron 64.9 ± 8.1, 49.2 ± 9.4 y 53.8 ± 7.5% 
para T1, T2 y T3 respectivamente. Las tasas de división fueron 39.1%, 36.3% y 
33.1% y las tasas de blastocistos fueron 13.6%, 16.1% y 14.5% para T1, T2 y T3 
respectivamente. Los resultados sugieren que el momento de la adición de FSH 

no tiene efecto sobre el medio de maduración y tasa de división de ovocitos de 

alpaca.

Huanca et al. (2010), evaluaron la respuesta folicular ovárica, la tasa de colección 

de COCs, fecundación y cultivo de COCs de alpacas después del tratamiento 

con 2 diferentes gonadotropinas para la superovulación, T1: (n= 8) 200 mg 

de FSH dividido en 3 días, más una única dosis de 1000 UI de hCG 24 horas 

después del último tratamiento de FSH; T2: (n= 10)  750 UI eCG en única dosis 

más una dosis de 1000 UI de hCG al tercer día después del tratamiento con 

eCG (día 0 = inicio del tratamiento superovulatorio). Al día 20 – 22 después 

del tratamiento con hCG los ovarios fueron quirúrgicamente expuestos y los 

COCs fueron aspirados desde folículos mayores a 6 mm.  Los COCs colectados 

fueron madurados in vitro por 24 horas y luego fueron fecundados con 

espermatozoides epididimarios. Los presuntos cigotos fueron cultivados en 

medio KSOM suplementado con 1 mM Glutamina, 0.3 mM piruvato de Na, 50 

µg mL-1 Gentamicina, EDTA, aminoácidos esenciales y no esenciales y BSA por 

3 días y cultivados en medio SOF por 7 días.  El número de folículos mayores a 

6 mm presentes en la superficie ovárica no difieren al momento de colección de 
COCs (19.3 ± 5.7 y 21.5 ± 7.3), y el número de COCs colectados fue de 16.7 ± 5.3 y 
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17.3 ± 6.6 para FSH y eCG respectivamente. La tasa de división fue 45.2% y 42.1% 
a las 72 h de cultivo y la tasa de blastocistos el día 7 fue de 22.2% y 19.3% para 
FSH y eCG respectivamente, sin diferencias entre tratamientos.  En conclusión, 

los tratamientos con FSH y eCG no difieren en la respuesta ovárica, tasas de 
colección de COCs, fecundación y cultivo de COCs. Ambas gonadotropinas 

pueden ser usados en protocolos de IVF en alpacas. 

Trasorras et al. (2011), fecundaron in vitro ovocitos de llama usando 

espermatozoides seleccionados con Androcoll-E y evaluaron la eficiencia del 
medio DMEM-F12 para el desarrollo in vitro de embriones de llama. Doce 

hembras adultas fueron superovuladas y usadas como donantes de ovocitos. El 

tratamiento se realizó con 1500 UI de eCG y 5 días después recibieron una dosis 

única de buserelina y 20 horas después se realizó la aspiración folicular por 

laparotomía. El semen de los machos llama fue colectado por electroeyaculación. 

Los eyaculados fueron procesados con una solución de colagenasa 0.1% y 
se utilizó una columna de Androcoll-ETM para enriquecer la muestra con 

espermatozoides normales y móviles. Se obtuvieron 69 COCs de 79 folículos 

aspirados (87% de recuperación). Sólo se utilizaron COC’s en estado expandido 
(n=67), se colocaron en microgotas de 40 µl de medio FERT-TALP en grupos de 

1-5 y se inseminaron con una concentración de 20 x 106 espermatozoides vivos/

ml. Luego de 24 horas, los presuntos cigotos se colocaron al azar en dos medios 

de cultivo: SOF (control; n=34) y DMEM F12 (n=33) e incubados durante 6 días 

en estufa gaseada (5% O
2
, 5% CO

2
, 90% N

2
) a 38.0°C y atmósfera humidificada. 

En el medio SOF se obtuvo un 20% de blastocistos (7/34), de los cuales 3 se 
encontraban eclosionados, 2 expandidos y 1 blastocisto temprano. En el medio 

DMEM se obtuvo un 15% de blastocistos (5/33), todos ellos en estado expandido. 
Estos resultados indican que es posible seleccionar espermatozoides de buena 

calidad y utilizarlos en la fecundación in vitro con Androcoll-E y producir 

blastocistos de llama en medio DMEM. 

Ruiz et al. (2021), evaluaron 4 medios para el cultivo de embriones de alpaca 

producidos por fecundación in vitro. Los ovocitos fueron madurados in vitro por 

26 horas y luego co-cultivados con 3 x 106 espermatozoides /ml por 18 -20 horas 

en una incubadora bajo una atmósfera con 5% de CO
2
 y 38.5 °C. Los tratamientos 

fueron T1 (n = 137): TCM 199 + 10% de suero fetal bovino, T2 (n = 85): CR1aa + 3 
mg de albúmina de suero bovino, T3 (n=110): medio KSOM + 3 mg de albúmina 

de suero bovino y T4 (n = 66): SOF IVC + 10% de suero fetal bovino. Para la 
variable división (embriones de dos células) no se encontraron diferencias 

estadísticas entre TCM 199 + 10% de suero fetal bovino (28% ± 0.12), CR1aa + 
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3 mg de albúmina de suero bovino (44% ± 0.24), KSOM + 3 mg de albúmina de 
suero bovino (38% ± 0.19) y SOF IVC + 10% de suero fetal bovino (50% ± 0.20). 
En mórulas, SOF IVC + 10% de suero fetal bovino (35% ± 0.21), TCM 199 + 10% 
de suero fetal bovino (23% ± 0.09) y KSOM + 3 mg de albúmina de suero bovino 
(27% ± 0.15) superaron estadísticamente a CR1aa + 3 mg de albúmina de suero 
bovino (7% ± 0.09). Finalmente se obtuvo mayores tasas de blastocistos con SOF 
IVC +10% de suero fetal bovino (24% ± 0.12) y KSOM + 3 mg de albúmina de 
suero bovino (20% ± 0.18) que con TCM 199 + 10% de suero fetal bovino (9% ± 
0.03) y CR1aa + 3 mg de albúmina de suero bovino (3% ± 0.06). En conclusión, 
SOF IVC y KSOM fueron los mejores medios para el cultivo de embriones de 

alpaca producidos por fecundación in vitro.      

Uso de agentes capacitantes

Existen estudios en camélidos sudamericanos en los cuales se ha utilizado una 

combinación de agentes capacitantes que es muy utilizada en la capacitación 

de espermatozoides de vacunos, Del Campo et al. (1994) han utilizado esta 

combinación compuesta por PHE (Penicilamina, Hipotaurina, Epinefrina) y 

heparina para la capacitación de espermatozoides de llama, igualmente existen 

reportes de investigación que han utilizado esta combinación para la capacitación 

de espermatozoides de alpaca (Gamarra et al., 2008; Arriaga et al., 2014; Huanca 

et al., 2014). Por otro lado, Ratto et al., (2007) y Berland et al., (2011) han utilizado 

sólo heparina como agente capacitante de espermatozoides de llama. Sin 

embargo, existen autores que no utilizan agentes capacitantes (Mellisho et al., 

2014; Landeo et al., 2016; Landeo et al., 2017; Ruiz et al., 2017; Mamani - Mango 

et al., 2019) para la fecundación in vitro de ovocitos de alpacas. Ruiz y Artica 

(2021), han comparado el uso de Heparina y Cafeína como agentes capacitantes 

de espermatozoides de alpaca y no encontraron diferencias estadísticas en las 

variables evaluadas del desarrollo embrionario in vitro. 

Arriaga et al. (2014), evaluaron el efecto de la temperatura (12-15°C y 22-25 ºC) 

y el tiempo de almacenamiento (0 y 16 horas) de ovarios de alpacas sobre la 

tasa de maduración y división post fecundación in vitro. Los ovarios fueron 

distribuidos al azar en los tratamientos control (0 h), T1 (16 h a 12-15 ºC) y T2 

(16 h a 22-25ºC). Los ovocitos recuperados fueron madurados en medio TCM 

199 por 40 h bajo condiciones de 5% CO
2
 y 39 °C.  Para la fecundación in vitro 

se colocaron 2 µl de suspensión de espermatozoides en cada microgota con 

los ovocitos maduros y se añadieron 2 μl de heparina al 2% y 2 μl de PHE (2 
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mM Penicilamina, 1 mM Hipotaurina y 250 mM Epinefrina). Se realizó el co-

cultivo en una estufa bajo condiciones de 39 °C con 5% de CO
2
, 20% de O

2
 y 

humedad relativa alta durante 18 horas. Luego de la fecundación, los presuntos 

cigotos fueron colocados en medio de cultivo KSOM  72 h post fecundación in 

vitro y luego transferidos a medio SOF. Se obtuvo una tasa de blastocistos de 

33.3%, 14.2% y 20.6% para los grupos Control, T1 y T2, respectivamente (p<0.05, 
excepto entre la tasa de blastocistos del T1 y T2). Los resultados sugieren que el 

almacenamiento de ovarios de alpaca a 22-25 ºC por 16 h (T2) permite mantener 

la calidad de los ovocitos y obtener una mayor tasa de maduración y de división 

post fecundación in vitro.

Huanca et al. (2014), evaluaron el efecto del tiempo de cultivo sobre la tasa de 

maduración nuclear y tasa de división post fecundación a 72 horas de ovocitos 

de alpacas. Los COCs recuperados de ovarios de alpacas fueron distribuídos en 

dos experimentos: Experimento 1: 502 ovocitos fueron distribuidos en cuatro 

tiempos de maduración (30, 34, 38 y 42 horas) y fijados en solución de etanol 
y ácido acético (3:1). Los ovocitos fueron colocados en portaobjetos, teñidos 

con 1% de orceína y examinados bajo un microscopio a 400x para determinar 
la maduración nuclear. Experimento 2: 533 ovocitos fueron cultivados bajo 

las mismas condiciones del experimento 1 y fecundados con espermatozoides 

obtenidos de epidídimos. A cada gota del medio de fecundación con ovocitos, se 

agregó 2 µl de la suspensión de espermatozoides, 2 µl de heparina (1 mg/ml) y 

2 µl de PHE (2 mM Penicilamina, 1 mM Hipotaurina y 250 mM Epinefrina). Los 

gametos fueron co-cultivados por 18 horas a 39 ºC, 5% de CO2 y bajo condiciones 
de máxima humedad. Posteriormente los presuntos cigotos fueron cultivados 

en KSOM suplementado con 10% de SFB, 2 mM de piruvato de sodio y 50 μg/
mL gentamicina, y evaluados a las 72 horas. En el Experimento 1 se obtuvo el 

26.3±5.4, 52.6±6.7, 68.5±10.6 y 75.3±11.9% de ovocitos en Metafase-II para 30, 34, 
38 y 42 h de cultivo, respectivamente, con diferencia estadística entre 30 y 34 h 

respecto a 38 y 42 h (p<0.05). En el Experimento 2, la tasa de división fue 9.5±4.8, 
8.1±5.8, 15.6±9.2 y 19.8±8.0% para 30, 34, 38 y 42 h, sin diferencia estadística entre 
grupos. Los resultados sugieren que los ovocitos de alpaca requieren de 38 a 42 

horas de maduración para obtener estadios de Metafase-II.

Ratto et al. (2007) realizaron un estudio para comparar la respuesta folicular 
ovárica, la tasa de colección de COCs, y el estado de maduración de los COCs 

colectados en alpacas con dos diferentes tratamientos superovulatorios. Los 

tratamientos fueron, T1: 200 mg de FSH aplicado dos veces/día por 3 días 
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consecutivos más una dosis de 1000 UI de hCG 24 horas después del último 

tratamiento con FSH; T2: 1200 UI de eCG más 1000 UI de hCG 3 días después 

del tratamiento con eCG (día 0 = inicio del tratamiento superovulatorio). 

Después de 20 – 24 horas post tratamiento de hCG, los ovarios fueron expuestos 

quirúrgicamente y se realizó la aspiración de los COCs desde folículos con 

un tamaño mínimo de 6 mm. Los tratamientos con FSH y eCG no difieren 
con respecto al número de folículos mayores a 6 mm presentes al momento 

de la colección de los COCs, el número de los COCs colectados o la tasa de 

colección por folículo aspirado. Asimismo, no se encontraron diferencias entre 

los tratamientos con FSH y eCG en el número de COCs colectados por alpaca, el 

número de COCs expandidos en Metafase II y en el número de COCs compactos 

con más de 3 capas de células del cúmulo. Para ver la competencia de los 

ovocitos colectados, 5 COCs expandidos de alpaca fueron fecundados in vitro 

con espermatozoides de llama en medio Fert-TALP (Bavister y Yanagimachi, 

1977) suplementado con 6 mg/ml de BSA libre de ácidos grasos y 10 µg/ml 

de heparina hasta una concentración final de 1 x 106 espermatozoides/ml. Los 

presuntos embriones fueron cultivados y desarrollaron a dos células y mórula al 

segundo y séptimo día después de la fecundación in vitro, respectivamente. En 

resumen, los tratamientos con FSH y eCG fueron igualmente efectivos para la 

súper estimulación ovárica y colección de COCs de alpacas. 

Mellisho et al. (2014), evaluaron el efecto de dos tratamientos para la selección de 

espermatozoides (swim-up y washing) antes de la fecundación in vitro sobre la 

tasa de división. Los espermatozoides fueron obtenidos por slicing de la cola del 

epidídimo de 8 alpacas beneficiadas, diluidos en TRIS - glicerol-yema de huevo 
y congelados con el método de congelamiento lento. Pajillas de semen congelado 

de cada macho fueron descongeladas a 37°C por 15 segundos y, una vez 

descongeladas se evaluó la motilidad progresiva (32 ± 8.6%) y la concentración 
espermática (66.5 ± 24.4 x 106 espermatozoides ml-1) post descongelamiento. 

El método de selección por swim up se realizó por centrifugación a 1077 x g 

durante 5 min, los espermatozoides se asentaron en un tubo inclinado con 

medio de fecundación (sin agente capacitante) durante 60 minutos, después de 

lo cual se recuperaron 100 μL de la superficie para su uso en FIV. El método 
washing consistió en el lavado repetido (dos veces) de espermatozoides en 

medio de lavado y en medio de fecundación por centrifugación a 1077 x g 

durante 5 y 3 min, respectivamente, y  se recuperó 50 µL del fondo del tubo 

para su uso en FIV. Los espermatozoides seleccionados por el método de swim 

up o washing tuvieron características similares de motilidad progresiva (18% 
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y 23%); sin embargo, la concentración fue más alta en el método washing vs 
swim up (52 vs 14 x 106 espermatozoides mL -1, respectivamente). COCs fueron 

recuperados desde 278 ovarios de alpacas beneficiadas y clasificados (Grado 1 
y 2) para la maduración in vitro (38.5°C a 5% CO

2
 al aire por 27 horas en 50 

µL de 10 COCs por gota). Un total de 839 ovocitos fueron cultivados por 27 

h en medio de maduración fueron parcialmente separados de las células del 

cumulus por pipeteo suave. Suspensiones de espermatozoides en medio Fert- 

TALP (5 µL) de cada tratamiento fueron añadidos a cada gota de fecundación 

con 10 ovocitos por gota de 45 μL obteniendo una concentración final de 10 x 
106 espermatozoides mL -1 y se cultivaron durante 72 h hasta su evaluación. La 

tasa de división no mostró diferencias estadísticas entre ambos métodos (37% vs 
35%) para swim up y washing respectivamente.     

Landeo et al. (2016), transfirieron embriones de alpaca y llama obtenidos por 
fecundación in vitro en llamas receptoras y evaluaron las tasas de preñez y 

natalidad. Los COCs fueron recuperados por aspiración folicular utilizando 

una jeringa de 5 ml y los COCS con más de 3 capas de células de la granulosa 

fueron madurados in vitro durante 30 y 36 horas para ovocitos de alpaca y llama 

respectivamente. Después de la maduración los COCs fueron colocados en 

FERT – TALP 30 minutos antes de la inseminación in vitro con espermatozoides 

de epidídimo de alpaca y llama según corresponda, los espermatozoides se 

seleccionaron mediante el método de swim up centrifugando dos veces en 

2 ml de SPERM – TALP suplementado con 6 mg ml-1 de BSA libre de grasas, 

en una incubadora con 5% CO
2
 al aire a 39 °C por 45 min, los ovocitos se 

incubaron conjuntamente con espermatozoides a una concentración de 3 x 106 

mL-1 durante 18 a 20 h a 39°C con 5% CO
2
 al aire. La FIV se realizó el día de la 

inducción de la ovulación de las receptoras. Un grupo de 15 blastocistos del 

día 8 de desarrollo in vitro fueron transferidos en el cuerno ipsilateral al cuerpo 

lúteo de 15 llamas receptoras sincronizadas con un dispositivo intravaginal 

con progesterona durante 8 días. 9 blastocistos de alpaca y 6 de llama fueron 

transferidos. La evaluación de preñez se realizó a los 45 días después de la 

transferencia de embriones. Se obtuvieron tasas de preñez de 33.3% (3/9) y 50% 
(3/6) en llamas transferidas con embriones de alpaca y llama respectivamente; y 

tasa de nacimiento de 0.0% (0/9) y 16.7% (1/6) para embriones de alpaca y llama 
respectivamente. Un feto alpaca y dos fetos de llama fueron abortados entre los 

7 y 10 meses de gestación, y solamente una llama logró terminar la gestación 

satisfactoriamente, produciéndose el primer nacimiento del Mundo de una cría 

llama por FIV en camélidos sudamericanos, demostrándose que es posible 

obtener crías vivas en estas especies usando esta biotecnología.  
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Landeo et al. (2017), evaluaron la competencia de desarrollo de embriones FIV 

de alpaca producidos por bisección embrionaria. 33 embriones de calidad buena 

y excelente en diferentes estados: de dos células (n=6), de 8 células (n=15) y 

mórulas (n=12) producidos por FIV fueron bipartidos obteniéndose dos mitades 

relativamente iguales. Estos embriones fueron tratados con proteasa durante 

dos minutos para remover la zona pelúcida y luego cortados con ayuda de 

una cuchilla microquirúrgica. Se obtuvieron 66 demi-embriones después de la 

bisección embrionaria y todos fueron cultivados in vitro. 25% (3/12) de embriones 
bipartidos en dos células y 100% (30/30) de aquellos embriones bipartidos en 
8 células desarrollaron hasta el estado de mórula; y 80% (18/24) de embriones 
bipartidos en el estado de mórula desarrollaron hasta el estado de blastocisto. En 

el grupo control de embriones no manipulados se obtuvieron 42% (25/60), 35% 
(21/60), 32% (19/60) y 28% (17/60) de división, mórula, blastocisto y blastocisto 
eclosionado respectivamente. En conclusión, embriones de alpacas clonados 

por bipartición en estados menores a 8 células no producen blastocistos. La 

etapa más temprana para producir blastocistos a partir de embriones de alpaca 

producidos por bisección embrionaria es la etapa de mórula.

Ruiz et al. (2017), evaluaron el efecto del tiempo de maduración in vitro, selección 

espermática y oxígeno tensión sobre el desarrollo de embriones de alpaca. En el 

experimento I, COCs fueron madurados in vitro en TCM – 199 por 24, 28 y 32 

horas a 38.5 °C, alta humedad y 5% CO
2
 al aire. Los COCs fueron fecundados in 

vitro con espermatozoides de epidídimo (sin agentes capacitantes) y cultivados 

en SOFaa a 38.5°C, gran humedad y 5% CO
2
, 5% O

2
 y 90% N

2
 por 7 días.  En el 

experimento II, se usó un diseño factorial de 2 x 2 para determinar el efecto de 

selección espermática (Swim up vs Percoll) y tensión de oxígeno (20% vs 5%) 
durante el cultivo de embriones y su interacción con el desarrollo embrionario. 

Los COCs fueron madurados in vitro durante 32 h a 38.5°C, gran humedad y 5% 
CO

2 
al aire y fueron inseminados in vitro con espermatozoides procesados por 

swim up o Percoll (sin agentes capacitantes). Los cigotos fueron cultivados en 

SOFaa más células del cúmulo a 38.5°C bajo 20% o 5% de tensión de O
2
 y gran 

humedad por 7 días. Los tratamientos fueron: swim up + 20% O
2
, swim up + 

5% O
2
, Percoll + 20% O

2
 y Percoll + 5% O

2
. En el experimento I, la proporción de 

ovocitos que alcanzaron la metafase II fue mayor después de 32 h de maduración 

in vitro. Asimismo la tasa de blastocistos fue mayor en los COCs madurados por 

32 horas. En el experimento II, la tasa de blastocistos (26.03% ± 4.7; 27.7% ± 4.3; 
29.7% ± 3.8 y 27.6% ± 4.2% para swim up + 20% O

2
, swim up + 5% O

2
, Percoll 

+ 20% O
2 
o Percoll + 5% O

2
, respectivamente) no fue afectada por el método de 

selección de espermatozoides, tensión de oxígeno o su interacción.  
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Mamani – Mango et al. (2019), evaluaron el efecto de dos dilutores y dos tasas 

de congelamiento sobre la calidad post descongelamiento de espermatozoides 

recuperados de epidídimos de alpaca con dos métodos (flushing and mincing) y 
evaluar la capacidad de FIV de espermatozoides congelados seleccionados con 

dos métodos diferentes de selección (lavado y swim up). Las muestras de esper-

matozoides fueron procesadas con los dilutores TRIS-yema de huevo o Bioxcell 

y congelados con congelación lenta o congelación rápida. Los ovocitos fueron 

co-incubados con espermatozoides por 72 horas y se registraron las tasas de 

división. Los resultados indican que el método de recuperación de espermato-

zoides no influye en la calidad de los espermatozoides. Sin embargo, la recupe-

ración total de espermatozoides fue significativamente más baja por el método 
del lavado que en el método de picado. La calidad de los espermatozoides fue 

influenciada por el dilutor de congelamiento (23.3% vs 33.2%) y la tasa de conge-

lación (20.9% vs 35.7%). Cuando comparamos diferentes métodos de selección 
de espermatozoides para FIV, no se observaron diferencias en la tasa de división 

excepto por el hecho de que la concentración de espermatozoides del método de 

swim up (20.6%) fue significativamente más bajo que la obtenida en el método 
de lavado (78.7%). La técnica de recuperación de espermatozoides no afectó la 
calidad de los espermatozoides y el método de congelamiento rápido fue más 

efectivo para la criopreservación de espermatozoides de alpaca.

Ruiz y Artica (2021), compararon la eficiencia de la cafeína y la heparina en 
la capacitación de espermatozoides de alpaca previo a la fecundación in vitro 

de ovocitos de alpaca. En ambos casos tanto para la capacitación con cafeína y 

con heparina los espermatozoides mótiles fueron seleccionados por Swim up 

(30 minutos) en medio Fert-Talp suplementado con 100 µg/ml de cafeína, 25 

µM de piruvato de sodio, 50 µg/ml de sulfato de gentamicina y con 6mg/ml 

de BSA libre de grasa (tratamiento 1: T1); o 20 µg/ml de heparina, 25 µM de 

piruvato de sodio, 50 µg/ml de sulfato de gentamicina y  con 6mg/ml de BSA 

libre de grasa (tratamiento 2: T2); y con 6mg/ml de BSA libre de grasa, 25 µM 

de piruvato de sodio y 50 µg/ml de sulfato de gentamicina (grupo control:T0). 

Los espermatozoides capacitados y los del grupo control fueron usados para 

inseminar ovocitos previamente madurados in vitro por 26 horas. Después de 18 

horas de co-cultivo de los espermatozoides y los ovocitos en medio FERT-TALP, 

los presuntos cigotos fueron colocados en medio SOF IVC y cultivados por 8 

días. Los resultados obtenidos para división fueron 45.8 ± 11.7, 44.3 ± 11.9, 44.7± 

13.8 para cafeína, heparina y grupo control respectivamente, para mórulas se 

obtuvo 36.5 ± 9.5, 35.1 ± 6.1 y 35.5 ± 11.4 para cafeína, heparina y grupo control 

respectivamente, finalmente para blastocistos se obtuvo 32.1 ± 9.1, 31.1 ± 7.3 y 
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24.4 ± 6.6. No se encontraron diferencias estadísticas entre los tratamientos en 

las 3 variables evaluadas. En conclusión, en las condiciones en que se realizó 

este estudio no es necesario la capacitación de espermatozoides epididimarios 

de alpaca.

Co-cultivo de células y embriones

Se cree que el co-cultivo de embriones con células favorece el desarrollo 

embrionario. En camélidos sudamericanos existen pocos reportes del co-cultivo 

de embriones con células. Del Campo et al. (1994), utilizaron células de oviducto 

de llama para el co-cultivo de embriones de llama. Por otro lado, Ratto et al. (2007) 

co-cultivaron embriones híbridos de llama por alpaca con células epiteliales 

del oviducto de bovino. Berland et al. (2011), utilizaron células del cúmulo 

para el co-cultivo de embriones de llama producidos por fecundación in vitro. 

En alpacas, Manrique y Taype (2017), encontraron mayor tasa de blastocistos 

cuando cultivaron embriones FIV de alpacas con células del oviducto que con el 

co – cultivo con células de la granulosa. 

Del Campo et al. (1994), fecundaron in vitro ovocitos de llama (Lama glama) 

usando espermatozoides de epidídimo y los embriones obtenidos se co-

cultivaron con células del oviducto, el objetivo fue determinar la factibilidad de 

la maduración y fecundación in vitro, y sistemas de co-cultivo de embriones de 

llama con células del oviducto. De un total de 1324 complejos ovocito cúmulo 

(COCs) recuperados de llamas beneficiadas, 972 fueron cultivados en gotas de 
50 ul de medio TCM-199 con 10% de suero bovino inactivado por calor (DBS) 
y hormonas por 30h. Después de la maduración, los ovocitos fueron colocados 

aleatoriamente dentro de 4 grupos en un diseño factorial de 2x2; T1: ovocitos 

con células del cúmulo, 2ug/ml de heparina; T2: ovocitos con células del cúmulo, 

5ug/ml de heparina; T3: ovocitos desnudos, 2ug/ml de heparina; T4: ovocitos 

desnudos, 5ug/ml de heparina. Los ovocitos desnudos fueron obtenidos para 

los T3 y T4 por agitación en vortex. Los epidídimos también fueron colectados 

post beneficio de llamas macho y los espermatozoides frescos (para cada réplica) 
fueron obtenidos cortando la cola del epidídimo con hoja de bisturí. Un total de 

721 ovocitos fueron inseminados con espermatozoides epididimarios en gotas 

de 50 ul de medio FERT-TALP. Después de 18h de la inseminación in vitro, 234 

ovocitos fueron colocados en co-cultivo con células epiteliales del oviducto de 

llama (LLOEC) en TCM-199 por 9 días. Todos los cultivos fueron hechos a 38.5°C 

bajo 5% de CO
2
 con alta humedad. Las tasas de fecundación y desarrollo en co-
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cultivo fueron evaluados y comparados. De 192 ovocitos examinados por signos 

de fecundación, 56 (29.2%) fueron penetrados por espermatozoide con 57.1% 
(32/56) de los ovocitos penetrados tuvieron un pronúcleo masculino y femenino. 

No se encontraron diferencias para los tratamientos en la fecundación total. Sin 

embargo, la frecuencia de ovocitos fecundados normalmente tiende a ser mayor 

en los ovocitos desnudos 67.7% (21/31) que en los ovocitos inseminados con 
células del cúmulo 44.0% (11/25) independientemente de la concentración de 
heparina (P<0.06). La tasa total de desarrollo de embriones de 2 células a estado de 
blastocisto fue 32.1% (75/234). No hubo diferencias en la tasa de desarrollo entre 
grupos. De 234 ovocitos co-cultivados en LLOEC por 9 días, 15.8% desarrollaron 
de 2 a 16 células, 5.6% en mórula, 6.0% se convirtieron en blastocistos tempranos 
o expandidos y 4.7% llegaron a blastocistos eclosionados. Los resultados indican 
que el sistema de fecundación in vitro es posible en llama utilizando material 

de matadero y que los ovocitos de llama pueden ser fecundados en presencia 

de heparina y espermatozoides epididimarios. En conclusión, los ovocitos de 

llama pueden ser madurados y fecundados in vitro y co-cultivados en LLOEC. 

Esta técnica puede abrir ahora nuevos enfoques para el estudio de mecanismos 

básicos de fecundación y desarrollo de embriones en camélidos sudamericanos. 

Condiciones óptimas para IVM e IVF todavía deben determinarse.

Manrique y Taype (2017), evaluaron el efecto del co-cultivo en el desarrollo 

de embriones de alpaca (Vicugna pacos) producidos por fecundación in vitro. 

Las muestras de ovarios, testículos y oviducto fueron obtenidas de animales 

sacrificados en el camal municipal de Huancavelica y fueron trasladados al 
Laboratorio de Biotecnologías Reproductivas de la Universidad Nacional de 

Huancavelica. Solo se aspiraron complejos ovocitos- cumulus (COCs) de folículos 

ováricos de 3-6 mm de diámetro. Los COCs fueron seleccionados y madurados 

in vitro por un tiempo de 36 horas, luego se fecundaron en medio FERT TALP. 

Los espermatozoides fueron recuperados de la cola del epidídimo en medio 

SPERM-TALP los cuales fueron capacitados y seleccionados por el método 

swim up. Finalmente los COCs fueron inseminados con una concentración 

espermática de 3x106 espermatozoides/ml por un periodo de 18 horas. Para 

realizar los co-cultivos de células de la granulosa y del oviducto, se cultivaron 

en medio DMEM por 2 días hasta observar la confluencia celular, luego se 
tripsinizaron, recuperaron y se colocaron en medio SOF IVC por 1 día; mientras 

para el grupo control (sin co-cultivo) solo se utilizó medio SOF IVC. Después 

de 18 horas posteriores a la inseminación los embriones se colocaron al azar en 

los sistemas de co-cultivo y el grupo control en una incubadora (38.5°C, 90% 
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de humedad, y 5 de CO
2
) por 8 a 10 días. Las tasas medias de división, mórula 

y blastocisto fueron 39.9%, 25.5% y 12.9% respectivamente. La división no fue 
influenciada por el co-cultivo (células de la granulosa y del oviducto) (p>0.05); 
la mórula fue influenciada por el co-cultivo (p<0.05), se obtuvo menores tasas de 
mórula en co-cultivos de células de la granulosa, en cambio no hubo diferencias 

entre el grupo control y el co-cultivo con células del oviducto; el porcentaje de 

blastocitos  ha sido influenciado por el co-cultivo celular (p<0.05), se observan 
mayores porcentajes de blastocistos en co-cultivo con células del oviducto y 

menores porcentaje en el co-cultivo con células de la granulosa. Concluyendo 

que el co-cultivo no afecta a la división; pero si afecta a las tasas de mórula y 

blastocisto.

Ruiz et al (2021) compararon el uso de diferentes sistemas de co-cultivo de 

embriones de alpaca producidos por fecundación in vitro. Los espermatozoides 

epididimarios seleccionados por swin up fueron usados para inseminar in vitro 

ovocitos previamente madurados por 26 horas.  Después de 18 horas de co-

cultivo de los espermatozoides y los ovocitos en medio FERT-TALP, los presuntos 

cigotos fueron colocados en uno de los tratamientos según correspondía. Se 

evaluaron 4 sistemas de co-cultivo: fibroblastos de oreja (T1, n=224), fibroblastos 
fetales (T2, n=154), células de la granulosa (T3, n=225), células de oviducto (T4, 

n=169) y cultivo in vitro en fluido sintético de oviducto (SOF IVC, T5, n=116). 
Como medio base, utilizaron 0.5 mL de medio SOF – IVC suplementado con 

suero fetal bovino al 10% en todos los tratamientos. Las tasas de división fueron 
mayores (p<0.05) en co-cultivo con fibroblastos fetales (46% ± 0.17), células de 
oviducto (50% ± 0.09) y fibroblastos de oreja (58% ± 0.17) que con células de la 
granulosa (28% ± 0.12) y SOF IVC (30% ± 0.18). También, las tasas de mórulas 
fueron mayores (p<0.05) en co-cultivo con fibroblastos fetales (35% ± 0.16), 
células de oviducto (31% ± 0.01) y fibroblastos de oreja (35% ± 0.14) que con 
células de la granulosa (11% ± 0.01) y SOF IVC (27% ± 0.17). Finalmente, no 
hubieron diferencias (p > 0.05) en las tasas de blastocistos entre el co-cultivo con 

células de la granulosa (10% ± 0.04), SOF IVC (12% ± 0.09) y fibroblastos fetales 
(24% ± 0.14). Sin embargo, si hubieron diferencias entre el co-cultivo con células 
de oviducto (19% ± 0.06) y fibroblastos de oreja (32% ± 0.14). En conclusion, 
fibroblastos de oreja, células de oviducto y fibroblastos fetales fueron las mejores 
células para producir embriones de alpaca por FIV.    
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Sincronización de hembras receptoras de embriones FIV

Existen pocos reportes sobre la transferencia de embriones producidos por 

fecundación in vitro en camélidos sudamericanos (Trasorras et al., 2011, 2014; 

Mendoza et al., 2014; Landeo et al., 2016). La mayoría de estudios de FIV en 

camélidos sudamericanos han estado orientados a mejorar las tasas de desarrollo 

embrionario y lograr producir blastocistos in vitro (Ruiz 2015). Actualmente 

se puede observar en los reportes de FIV en camélidos que la mayoría logra 

desarrollo in vitro hasta producir blastocistos incluso un alto porcentaje llegan a 

eclosionar, lo cual es un síntoma de un buen desarrollo (Ruiz 2018). Trasorras et al 

(2011), reportaron el primer intento de transferencia de embriones FIV de llama, 

ellos para sincronizar a las llamas receptoras de los embriones FIV producidos, 

un día después de la cirugía de llamas donantes para la recuperación de los 

ovocitos, las receptoras con un folículo dominante recibieron una dosis única IV 

de 8 µg de buserelina para inducir la ovulación y dos días después la ovulación 

fue confirmada por ecografía transrectal. La transferencia de embriones 
transcervical se realizó el sexto día después de la aplicación de buserelina, 

ninguna de las 10 llamas hembras que recibieron un embrión quedó preñada. 

Posteriormente, Trasorras et al. (2014), realizaron un nuevo intento, en el cual 

transfirieron 15 embriones FIV de llama, la sincronización de las receptoras 
se realizó exactamente igual que en el anterior reporte (Trasorras et al., 2011).  

Se detectó por ecografía una llama receptora preñada el día 23 después de 

la transferencia del embrión, y a partir del día 37 se observó que la vesícula 

embrionaria perdía tamaño y finalmente el día 42 desapareció completamente. 

En otro estudio (Mendoza et al., 2013), transfirieron 8 embriones FIV de alpacas, 
para lo cual se utilizaron 5 llamas y 3 alpacas como receptoras, las cuales fueron 

sincronizadas con CIDR durante 7 días, el día 12 (día 0 = colocación del CIDR) las 

receptoras recibieron 1 ml de GnRH para inducir la ovulación y 8 días después 

los embriones fueron transferidos. Se hizo la evaluación ecográfica 30 días 
después de la transferencia de los embriones y se encontró 3 llamas y una alpaca 

preñadas, ninguna de las 4 receptoras logró culminar la gestación con éxito. En 

el año 2015 (Landeo et al., 2016), el laboratorio de Biotecnologías Reproductivas 

de la Universidad Nacional de Huancavelica logró el nacimiento de una 

llama producida por FIV, utilizando un protocolo de FIV y de sincronización 
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de receptoras similar al reportado por Mendoza et al., (2013), se realizaron 15 

transferencias de embriones, en esta oportunidad todas las receptoras fueron 

llamas. Se transfirieron 9 embriones de alpacas y 6 embriones de llamas 
producidos por FIV, se obtuvieron 6 gestaciones tempranas, de las cuales sólo 

4 continuaron su desarrollo y 3 fueron abortadas entre los 7 y 10 meses de 

gestación, y solamente una llama logró terminar la gestación satisfactoriamente, 

produciéndose el primer nacimiento del Mundo de una cría FIV de camélidos 

sudamericanos. Estos reportes son alentadores, sin embargo faltan mayores 

estudios para lograr estandarizar esta biotecnología reproductiva y lograr 

mayor cantidad de crías. Por lo que actualmente los esfuerzos de investigación 

FIV en camélidos sudamericanos deben concentrarse en lograr mayores tasas de 

nacimiento, para ello son necesarios mayores estudios para la sincronización de 

receptoras de embriones FIV en camélidos sudamericanos. 

CONCLUSIONES

Con 26 horas de tiempo de maduración in vitro de ovocitos de alpaca se obtuvo 

mejores tasas de desarrollo embrionario que con 30, 34, 38 y 42 horas. Es necesario 

evaluar menores tiempos a 26 horas para confirmar cuál es el tiempo óptimo de 
maduración in vitro de ovocitos de alpaca. SOF IVC y KSOM son los mejores 

medios para el cultivo de embriones de alpaca producidos por fecundación in 

vitro. TCM 199 y CR1aa se pueden utilizar pero dan menores tasas de mórulas 

y blastocistos. La heparina y la cafeína no son necesarias para la capacitación de 

espermatozoides epididimarios de alpaca. El uso del co-cultivo es beneficioso para 
el desarrollo embrionario in vitro, los fibroblastos de oreja, células de oviducto 
y fibroblastos fetales fueron las mejores células para co-cultivar embriones 
de alpaca producidos por fecundación in vitro. Son necesarios estudios para 

sincronizar receptoras de embriones de alpacas producidos por fecundación in 

vitro, teniendo en cuenta el momento de la inseminación in vitro de los ovocitos 

de alpaca al diseñar el protocolo de sincronización de la receptora.   
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CAPÍTULO VIII

ASPIRACIÓN FOLICULAR DE OVOCITOS EN CAMÉLIDOS 
SUDAMERICANOS

Jaime Ruiz, Mauricio Silva y Marcelo H Ratto

RESUMEN

E
n este capítulo se presenta el avance de la investigación relacionada con 

la obtención de ovocitos de alpaca y llama con la técnica de aspiración 

folicular guiada por ultrasonografía. Los primeros reportes y por mucho 

tiempo los trabajos de investigación sobre la aplicación de fecundación in vitro 

en camélidos sudamericanos se realizaron utilizando gametos recuperados de 

gónadas obtenidas de animales beneficiados en camales. Estos trabajos sirvieron 
para optimizar protocolos de maduración y fecundación in vitro. El año 2000 

se presentó el primer reporte de la recuperación de complejos ovocito-cúmulo 

(COCs) de llama y años después en alpaca, en estos trabajos se describen la 

adaptación de la técnica de aspiración de COCs en estas especies, se evaluaron 

las tasas de recuperación relacionadas con la cantidad de folículos observados 

ecográficamente, se evaluó la morfología y el estado de maduración nuclear de 
los ovocitos recuperados, también la respuesta obtenida según protocolo de 

sincronización de la donante o protocolos de estimulación ovárica. El año 2011 

se presentó el primer reporte de aspiración folicular de llamas vivas, se encontró 

que no había diferencias entre los COCs recuperados después de la estimulación 

ovárica con FSH y eCG en cuanto a la calidad y cantidad de COCs recuperados 

y después de la fecundación in vitro los embriones desarrollaron hasta el estado 

de blastocisto en forma similar con ambos tratamientos de estimulación ovárica. 

Recientemente se ha reportado la competencia de desarrollo de ovocitos de 

alpaca recuperados con la técnica de aspiración folicular, en este trabajo se evaluó 

la capacidad meiótica frente a los COCs provenientes de ovarios obtenidos 

del camal. Se recuperó ovocitos de mejor calidad aspirados desde ovarios de 

camal frente a los ovocitos recuperados con la técnica de aspiración folicular, 

sin embargo se obtuvo mejor tasa de blastocistos con los ovocitos recuperados 

transvaginalmente, debido a que fueron recuperados de una onda folicular en 

crecimiento al parecer como consecuencia de tratamiento de sincronización de 
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las alpacas donantes de ovocitos, en cambio en los ovarios de camal la población 

de folículos es heterogénea y no es posible distinguir en qué fase de su desarrollo 

se encuentran. 

INTRODUCCIÓN

L
os primeros trabajos de investigación en camélidos sudamericanos 

aplicando la maduración y fecundación in vitro, fueron realizados con 

gametos provenientes de animales beneficiados en matadero (Del Campo 
et al., 1994; Ratto et al., 2005). Mediante esta forma de trabajo se obtuvo valiosa 
información que ha servido de gran ayuda porque ha permitido estandarizar 

protocolos para la maduración y fecundación in vitro (Ruiz et al., 2017) y el 

nacimiento de una cría llama por primera vez en el mundo (Landeo et al., 2016). 

Sin embargo, fueron sólo con fines de investigación más no contribuyeron al 
mejoramiento genético debido a que los gametos utilizados fueron provenientes 

de animales destinados a descarte con caracteres productivos como finura 
y peso de vellón no deseables para transmitir en las siguientes generaciones. 

Además, los COCs provenientes de camal se encuentran en diferentes estadios 

de desarrollo meiótico, motivo por el cual las tasas de desarrollo embrionario 

obtenidos, no han superado el 30% de blastocistos (Gamarra et al., 2008; Ayuque 

et al., 2014; Ruiz et al., 2017). Por otro lado, los COCs recuperados por OPU 

son aquellos provenientes de una única onda folicular en fase de crecimiento o 

estática, razón por la cual las tasas de desarrollo embrionario hasta blastocistos 

son superiores al 30% (Trasorras et al., 2012).

Una forma alternativa para la recuperación de complejos ovocito - cúmulo (COCs) 

de alpacas y llamas in vivo, es el uso de la técnica de aspiración transvaginal 

guiada por ultrasonografía (Brogliatti et al., 2000), ya que se sabe que en esta 
especie las hembras sólo pueden llegar a tener en forma natural 4 a 5 crías en toda 
su vida reproductiva, sin embargo con esta técnica podemos  recuperar ovocitos 

de alpacas o llamas, fecundarlos in vitro  y producir embriones transferibles lo 

que nos permitiría obtener varias crías al año de una donante de ovocitos y de 

esta manera maximizar el potencial genético deseable de las hembras en estas 

especies (Ruiz 2019). Además se trata de una técnica repetible y de fácil aplicación 

ya que es una técnica poco invasiva y no conlleva riesgos a las donantes durante 

su aplicación. En ese sentido, para implementar un programa de mejoramiento 

genético mediante la fecundación in vitro se requieren usar gametos de animales 
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de alto valor genético, para ello es indispensable estandarizar un protocolo de 

recuperación de complejos ovocito- cúmulo (COCs) para hembras de camélidos 

domésticos donantes de ovocitos por el sistema Ovum pick up (OPU) y evaluar 

la capacidad meiótica de estos ovocitos. Además, los COCs colectados por esta 

técnica pueden ser utilizados para la producción de embriones por inyección 

intracitoplasmática de espermatozoides, fecundación in vitro, bipartición, 

transferencia nuclear y handmade cloning, (Ruiz y Ratto, 2011).  

La aspiración transvaginal guiada por ultrasonografía ha sido descrita como 

una técnica no invasiva y repetible en equinos, caprinos y vacunos (Bracher et 

al., 1993; Graff et al., 1995; Kruip et al., 1994). Su uso para recuperar COCs de 
llamas y alpacas vivas podría facilitar la maximización del potencial genético 

de las hembras de estas especies, a través de la producción de embriones por 

fecundación in vitro. Por lo que el objetivo de esta revisión es conocer el estado 

del arte y la competencia de desarrollo de los COCs colectados por aspiración 

folicular guiada por ultrasonografía en llamas y alpacas. 

Posibilidad en Camélidos Sudamericanos

Para que la fecundación in vitro tenga un real impacto en la mejora genética se 

deben fecundar los ovocitos de las mejores alpacas hembras con semen de los 

mejores reproductores macho. Para ello, las alpacas donantes de ovocitos deben 

ser seleccionadas de acuerdo a su mejor finura de fibra y densidad de vellón. El 
uso de la aspiración transvaginal guiada por ultrasonografía se presenta como 

una buena alternativa para recuperar COCs de llamas y alpacas. Sin embargo, 

existen pocos reportes del uso de esta técnica para la recuperación de COCs en 

llamas (Brogliatti et al., 2000; Ratto et al., 2005) y en alpacas (Huanca et al., 2006; 

Gamarra et al., 2007), lo ausente en estas investigaciones es una evaluación sobre 

la competencia de desarrollo de los ovocitos en alpacas y llamas después de 

su fecundación in vitro. Sólo se han fecundado ovocitos de llama recuperados 

por aspiración transvaginal por ICSI (Sansinema et al., 2007) y por FIV (Berland 

et al., 2011), quedaba pendiente la evaluación del uso de ovocitos de alpacas 

recuperados por aspiración transvaginal para la FIV, sin embargo, Landeo et al. 

(2021) lo han reportado recientemente.

Gamarra et al., (2007) recuperaron 6,0 COCs/alpaca cuando el tratamiento para la 

sincronización y superovulación se hizo con 0,78 mg de progesterona + estradiol 

(Día = 0) y una dosis de 700 UI de eCG al momento del retiro de las esponjas 
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con progesterona (Día = 7) y cuando el tratamiento se hizo con LH (Día = 0) y 
eCG (Día = 2) recuperaron 6,1 COCs/alpaca. Por otro lado, Brogliatti et al. (2000), 
alcanzaron una tasa de colección de COCs de 65% en llamas no estimuladas 
(n=10) frente a un 52% en llamas estimuladas (n=5) hormonalmente (400 mg de 
NIH FSH-P dividido en 6 tratamientos diarios y con una dosis única de 100 UI 

de eCG al tercer día) para la superovulación. Sin embargo, en las llamas super 

estimuladas se recuperó un mayor número de COCs (9,0 vs. 3,1) y de mayor 

diámetro (7,7mm vs. 4,5mm). En este estudio se demostró la factibilidad del uso 
de esta técnica para la recuperación de ovocitos de llamas y además se describió 

la ultraestructura de los ovocitos. Posteriormente, Ratto et al. (2005), en llamas 
que fueron tratadas con FSH o eCG para la superovulación 48 horas después 

de la ablación de los folículos mayores a 5 mm. El tratamiento con FSH (n=18) 
consistió de dos inyecciones diarias de 25 mg i.m. durante 4 días consecutivos 
más la adición de 5 mg i.m. de LH 36 horas después de la última aplicación 
de FSH. Las llamas tratadas (n=17) con eCG recibieron 1000 UI im como dosis 
única más la aplicación de 5 mg de LH 4 días después del tratamiento con 
eCG. Los COCs fueron aspirados transvaginalmente 20-22 horas después del 

tratamiento con LH. Lograron recuperar 71% y 74% de COCs con un número 

de COCs colectados de 10,7 ± 2,1 y 11,2 ± 2,3 en llamas superovuladas con FSH 

y eCG respectivamente. Además se describieron las características morfológicas 

y el estado de maduración nuclear de los COCs colectados. En este estudio 

se demostró que tanto la FSH como la eCG son igualmente eficaces para la 
superovulación en llamas.

Sansinema et al. (2007), utilizando la técnica de aspiración folicular transvaginal 

guiada por ultrasonografía obtuvieron una tasa de 61% de COCs en llamas 

superovuladas con FSH y los COCs recuperados por esta técnica fueron de 

menor calidad a los colectados por laparotomía lateral. Por otro lado, Huanca et 

al. (2006), encontraron 4.5 folículos ováricos/alpaca los cuales fueron mayores a 6 
mm y lograron una tasa de recuperación de 55.5% COCs/alpaca las cuales fueron 
superovuladas con un tratamiento consistente de 200 mg de FSH dividido en 

una aplicación dos veces/día por 4 días consecutivos realizándose la aspiración 

de los folículos al sexto día. Estos resultados también evidencian que es posible 

la recuperación de COCs en alpacas utilizando la aspiración transvaginal guiada 

por ultrasonografía. Asimismo los diferentes resultados de recuperación de 

COCs por esta técnica obtenidos tanto en alpacas como en llamas puede estar 

influenciado por la experiencia de la persona que aplica la técnica. Sin embargo, 
lo ausente en las investigaciones arriba citadas es una evaluación sobre la 
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competencia de desarrollo de los ovocitos en alpacas y llamas después de la 

fecundación in vitro. 

Competencia de desarrollo de ovocitos aspirados de hembras vivas

Berland et al. (2011), realizaron un estudio con el objetivo de comparar la 

competencia de desarrollo de COCs colectados por aspiración folicular guiada 

por ultrasonografía en llamas tratadas con FSH o eCG. Se recuperaron 11,5 ± 
1,9 y 9,7 ± 1,2 COCs en llamas superovuladas con FSH y eCG respectivamente. 

Los COCs expandidos colectados con ambos tratamientos fueron fecundados in 

vitro usando espermatozoides epididimarios. Los gametos fueron co-incubados 

a 38,5°C con 5% CO
2
 por 18 horas. Después de la fecundación in vitro, los 

presuntos cigotos fueron incubados en medio SOF suplementado con 0,6% de 

albúmina de suero bovino (BSA) y coincubados con células de la granulosa de 

llama a 39 °C, 5% CO
2
, 5% O

2
, 90% N

2
 por 7 días. El porcentaje de presumibles 

cigotos que desarrollaron a 2-8 células en el día 2 fueron: 65,3 % vs 63,1 %, mórulas 
en el día 5: 46,2 % vs. 42,5 % y blastocistos en el día 7 fueron: 23,1 % vs 20,5 % no 
fue diferente (P>0,05) estadísticamente entre las llamas tratadas con FSH y eCG 
respectivamente. Concluyendo que los COCs expandidos recuperados con FSH 

o eCG pueden ser utilizados directamente para la fecundación in vitro. Además 

que su competencia no fue afectada por el tratamiento con gonadotropinas. 

Figura 1. Protocolo de sincronización de donantes de ovocitos de alpaca utilizado por Zúñiga 
y Gastelu (2019), adaptado de Ratto et al (2007).

Landeo et al. (2021), evaluaron la calidad del complejo ovocito-cúmulos (COCs) 

mediante el sistema Ovum pick up (OPU) en alpacas (Vicugna pacos) y evaluaron 

la capacidad meiótica frente a los COCs provenientes de ovarios obtenidos del 

Camal Municipal de Huancavelica. Para el estudio utilizaron 30 ovarios de 15 
alpacas hembras vivas y 30 ovarios de 15 alpacas beneficiadas del camal, de las 
cuales 13 alpacas donantes de COCs fueron evaluadas a la respuesta ovárica 

a la superestimulación con 200 UI de Gonadotropina Coriónica Equina (eCG), 

 

 
Figura 1. Protocolo de sincronización de donantes de ovocitos de alpaca utilizado 

Equina (eCG), donde se detectaron 67 folículos ≥
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donde se detectaron 67 folículos ≥ 5 mm como respuesta a los tratamientos de 
superestimulación con una tasa de colección de ovocitos de 51.54%. Con la técnica 
OPU se recuperó 50 COCs/alpaca vs 128 COCs/ovario evidenciando diferencias 
estadísticas significativas (P<0.05). En cuanto a la calidad de COCs obtenida por 
la técnica OPU, se registraron 6.15; 17.69; 36,54 y 31.92% de COCs de calidad I, II, 
III y IV respectivamente, frente a 56. 2; 15.0; 16.4 y 12.5% de COCs de calidad I, 
II, III y IV respectivamente para ovocitos recuperados de ovarios obtenidos post 

mortem, donde la técnica OPU influyó negativamente sobre la calidad de COCs 
(P>0.05), a diferencia que el otro método donde se obtuvo el mayor porcentaje de 
calidad I. Se utilizaron ovocitos de calidad 1 y 2 para la maduración, fecundación 

y cultivo in vitro de embriones hasta el día 7. Finalmente se evaluó la capacidad 

meiótica de COCs obtenidos por ambos métodos, donde se obtuvo tasas de 

división [(57.62 ± 22.08) % y (49±11.47) %] y mórulas [(55.6±23.82) % y (42±10.39) 
%] similares de aquellos COCs recuperados por OPU y ovarios obtenidos post 
mortem respectivamente, sin mostrar diferencias estadísticas significativas 
(P>0.05). Sin embargo, la tasa de blastocistos temprano por sistema OPU (55.69 ± 
23.82)% fue superior a las tasas de blastocistos tempranos obtenidos de los ovarios 

de camal (34,6 ± 2,90)%, respectivamente (P<0.05). Se concluye que las mejores 
tasas de desarrollo embrionario se obtienen a partir de la técnica OPU que de 

aquellos recuperados por ovarios obtenidos post mortem, el resultado depende 

de la técnica del operador al momento de realizar la aspiración folicular de COCs 

mediante esta técnica. Este estudio representa el primer reporte de desarrollo 

embrionario in vitro, usando ovocitos recuperados por ovum pick up en alpacas.

Figura 2. Sesión de aspiración folicular en alpacas. A la izquierda se observa el ecógrafo y 
la bomba de aspiración folicular de color negro en el piso y a la derecha se aprecia la aguja 
que el asistente tiene lista para que la operadora principal la introduzca e inicie la sesión de 
aspiración de folículos. 
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CONCLUSIONES

Es factible la recuperación de COCs de alpacas y llamas utilizando la aspiración 

transvaginal guiada por ultrasonografía. La cual al no ser invasiva permite 

la repetición de la técnica sin causar daño a la hembra donante. Los ovocitos 

colectados por esta técnica pueden ser utilizados para la producción de 

embriones tanto por ICSI y FIV y alcanzar el estado de blastocisto en el cual se 

puede transferir a receptoras sincronizadas. En futuros trabajos de investigación 

se deben transferir los embriones y tratar de  lograr preñeces y nacimientos con 

esta técnica.
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CAPÍTULO IX

VITRIFICACIÓN DE OVOCITOS DE CAMÉLIDOS 
SUDAMERICANOS 

Leandra Landeo y Jaime Ruiz

RESUMEN

L
a vitrificación es una técnica de congelación ultrarrápida basada en 
el contacto directo entre la solución de vitrificación que contiene los 
agentes crioprotectores con las células y el nitrógeno líquido. El proceso 

de vitrificación requiere la presencia de una alta concentración de soluciones 
crioprotectoras permeables y una alta velocidad de enfriamiento 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, lo 
cual permite minimizar el daño celular que se provoca por el estrés osmótico o 
la toxicidad química provocada por las altas concentraciones de las soluciones 
crioprotectoras. 

Ovocitos de alpacas han sido vitrificados con éxito con dos técnicas, microgotas 
y Cryotech®, luego del descongelamiento de los ovocitos se han logrado producir 
embriones partenogenéticos con la técnica de microgotas y embriones por 
fecundación in vitro con ambas técnicas, los embriones producidos desarrollaron 
hasta el estado de blastocisto. La vitrificación de ovocitos de alpacas abre la 
posibilidad de almacenar material genético de hembras de genética superior 
comprobada. Por otro lado, la técnica de vitrificación podría aplicarse para la 
criopreservación de ovocitos de camélidos silvestres como la vicuña o el guanaco. 
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INTRODUCCIÓN

L
as poblaciones de camélidos sudamericanos (CSA) en América del Sur se 
encuentran en Perú, Bolivia, Argentina, Chile y Ecuador, con una población 
total cercana a los 9 millones de animales. Los derivados obtenidos de 

la producción de los CSA son la fibra, los productos cárnicos y cueros. En la 
actualidad, el derivado de mayor demanda comercial es la fibra debido a su 
finura, es necesario contar con reproductores seleccionados por la finura de su 
vellón. Por otra parte, los productos cárnicos poseen excelentes propiedades 
nutricionales, bajo colesterol y elevados niveles de proteínas (Cristofanelli et 
al., 2004; Salvá et al., 2009). Tanto en Perú como en Bolivia, Argentina, Chile y 
Ecuador la producción de llamas y alpacas es desarrollada mediante una crianza 
tradicional, con producción y productividad baja con respecto al peso de vellón, 
peso de los animales y con un aumento en el grosor de la fibra (FAO, 2005). 

De esto surge el gran interés en la aplicación de biotecnologías reproductivas 
en la llama y alpaca, teniendo en cuenta, a su vez que estas especies domésticas 
son excelentes modelos experimentales para poder aplicar biotecnologías 
reproductivas en los CSA silvestres, de tal manera de poder revertir el proceso 
de extinción (guanaco en Perú, y vicuña en todo el territorio andino).

En las especies domésticas de interés productivo, especies silvestres y en 
medicina humana, el interés en la preservación por frío de ovocitos ha 
aumentado por la creciente importancia de la producción de embriones in vitro, 
de la transferencia nuclear y del almacenamiento de material genético en los 
bancos de germoplasma. Además, el corto tiempo que un ovocito permanece 
viable y el limitado número que puede ser colectado, hacen que el éxito de la 
preservación de ovocitos sea de gran interés para la investigación básica y la 
aplicación comercial (Albarracín et al., 2005). 

Vitrificación

Esta técnica surgió en 1985 como un método de congelamiento ultrarrápido, 
después de la exitosa criopreservación de embriones de ratón a -196 °C 
(revisado por Liebermann et al., 2009). Desde entonces esta técnica ha cobrado 
mucha importancia en el campo de reproducción animal como método de 
criopreservación de embriones y ovocitos.  
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La vitrificación es una tecnología que ha superado a la congelación tradicional en 
la criopreservación de ovocitos y embriones, mejorando las tasas de supervivencia 
post descongelamiento y de desarrollo embrionario in vitro en diferentes especies 
(Albarracín et al., 2005). La estrategia de vitrificación es básicamente diferente 
a la estrategia de congelación tradicional. En esta última, una velocidad lenta 
de congelación intenta mantener un delicado balance entre varios factores, los 
cuales pueden resultar en lesiones celulares provocadas por la formación de 
cristales de hielo, los choques osmóticos, el efecto tóxico de los crioprotectores, 
la concentración de electrolitos intracelulares, los daños por enfriamiento, las 
fracturas en la zona pelúcida y las alteraciones de los organelos intracelulares, el 
citoesqueleto o el contacto entre las células (Massip et al., 1995; Dobrinsky 1996; 
Martino et al., 1996). La vitrificación elimina totalmente la formación de cristales 
de hielo ya que al aumentar la velocidad de congelación disminuyen los daños 
causados por el enfriamiento pasando rápidamente por el rango de temperatura 
de mayor peligro entre +15 a -5 °C (Dobrinsky 1996; Martino et al., 1996; Isachenko 
et al., 1998). Para prevenir daños causados durante el enfriamiento, las células 
son expuestas a altas concentraciones de crioprotectores, los cuales deshidratan 
a las células rápidamente antes de iniciar el proceso de enfriamiento y favorecen 
la entrada de los crioprotectores, lo que permite sumergirlas directamente en 
nitrógeno líquido llevando a cabo la congelación ultrarrápida.

El proceso de vitrificación permite usar soluciones crioprotectoras menos 
tóxicas y además disminuir el tiempo de exposición de los ovocitos a los agentes 
crioprotectores (Martino et al., 1996). El éxito de la vitrificación está supeditada 
a la interacción de varios factores como la viscosidad de los medios durante los 
procesos de enfriamiento, almacenamiento y atemperado, así como también a 
la estabilidad de los medios vitrificantes y el grado de toxicidad de los mismos.
Por otro lado, un proceso de vitrificación requiere la presencia de alta concen-
tración de crioprotectores, por lo que es necesario minimizar el daño celular 
provocado por el estrés osmótico y/o por la toxicidad química provocada por 
estas altas concentraciones pero a su vez, es importante mantener la efectividad 
de los agentes crioprotectores (Lierberman et al., 2002). Con la finalidad de re-
ducir la toxicidad de las soluciones crioprotectoras se han desarrollado diferen-
tes protocolos donde se combinan uno o varios agentes como los suplementos 
de azúcares u otras macromoléculas como, la Hidroxipropilcelulosa (HPC) y 
la trehalosa. El uso de estas macromoléculas podrían contribuir a mejorar los 
resultados de sobrevivencia, ya que la HPC al ser una macromolécula cuya ha-
bilidad de formar un gel viscoso a bajas temperaturas ha sido propuesto como 
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sustituto de suero fetal bovino (SFB) en muchos protocolos de vitrificación con 
resultados de sobrevivencia y desarrollo meiótico prometedores (Dalvit et al., 
2012; Gutnisky et al., 2013). Del mismo modo, la suplementación de las solucio-
nes de vitrificación con trehalosa facilita la deshidratación parcial de las células 
creando un desbalance osmótico que ayuda a prevenir la formación de cristales 
de hielo intracelular (Kuleshova et al., 1999a; Wusteman et al., 2003; Kuleshova 
et al., 1999b; Sutton, 1991).

Vitrificación de ovocitos

El ovocito posee características únicas como un gran tamaño y una baja relación 
superficie-volumen. Además, está rodeado por la ZP y por varias capas de 
células del cúmulus oophorus. La presencia de estas capas celulares que rodean 
al ovocito hace que sea una célula muy difícil de criopreservar por los métodos 
tradicionales de congelamiento (Arav et al., 1996). A la fecha se han logrado 
vitrificar ovocitos de varias especies animales: Kasai et al. (1979) vitrificaron 
ovocitos de rata y ovino, Aono et al., (2003) de ratón,  Dinnyés et al., (2000); 
Giulia et al., (2017); Punyawai et al., (2015); Gutniski et al., (2013); Dalvit et al., 
(2012); Vajta et al., (1998); Hyttel et al., (2000); Vieira et al., (2002) en la vaca, Choi 
et al., (2017) en la yegua; Nagashima et al., (1996); Rojas et al. (2004); Somfai 
et al., (2014) en la cerda y Ruiz et al., (2011, 2013) en la alpaca. Sin embargo, 
los protocolos de vitrificación establecidos para una especie son difíciles de 
adaptar a otra especie debido a las diferencias en el tamaño del ovocito, a su 
sensibilidad al enfriamiento y a los crioprotectores (revisado por Shaw et al., 
2000) y al contenido de gotas de lípidos característicos de algunas especies como 
el ovocito porcino (Somfai et al., 2009; Zhou et al., 2009).

Otros factores a considerar en el proceso de vitrificación son los estadios de 
maduración meiótica de los ovocitos, los cuales también pueden influir en su 
capacidad para sobrevivir a este procedimiento de conservación. La vitrificación 
de ovocitos en estadios de vesícula germinal podría tener ventajas ya que los 
microtúbulos aún no están organizados en forma de huso y el material genético 
está dentro del núcleo protegido por la membrana nuclear. Sin embargo, los 
índices de supervivencia de los ovocitos vitrificados en vesícula germinal son 
todavía muy bajos en el vacuno (Suzuki et al., 1996; Vieira et al., 2002), porcino 
(Didion et al., 1990; Isachenko et al., 1998).  Por otro lado, Hochi et al., (1998) 
sugirieron que el proceso de congelación dañaría las membranas plasmáticas 
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o la comunicación intercelular entre el ovocito y las células del cúmulus 
perjudicando así su posterior maduración.
 

Para que un proceso de vitrificación tenga éxito, los ovocitos deben entrar 
en contacto directo con el nitrógeno líquido (-196 ºC) lo antes posible. Por lo 
tanto, el tamaño de la muestra debe ser lo más pequeño posible para que la 
capa de vapor que se forma al contacto con el nitrógeno líquido sea mínima y 
la velocidad de congelación se vea incrementada (Liebermann y Tucker, 2002). 
Cuando las muestras biológicas son sumergidas dentro del nitrógeno líquido la 
velocidad de enfriamiento depende del contenedor, el volumen de la muestra, 
la conductividad térmica y la composición de la solución vitrificante (Yavin y 
Arav., 2007).

Vitrificación en Microgotas

La vitrificación por Microgotas descrita por Ruiz et al., (2011, 2013) consiste en 
dejar caer en nitrógeno líquido una gota de 2-3 μl de solución vitrificante la 
cual contiene de 4-5 COCs. La gota al congelarse forma una esfera la cual es 
inmediatamente transferida a un tubo criogénico de 1 ml y es almacenada en 
nitrógeno líquido, con un proceso de enfriamiento y calentamiento mucho más 
eficiente ya que al tratarse de un sistema abierto permite la exposición directa de 
los ovocitos a los medios de calentamiento evitando daños provocados durante 
el calentamiento.

Dinnyés et al., (2000), reportaron la vitrificación de ovocitos bovinos en superficie 
sólida conocida también como vitrificación en microgotas, quienes evaluaron la 
capacidad meiótica de ovocitos vitrificados posterior a la activación, transferencia 
nuclear y fecundación in vitro y reportaron tasas de sobrevivencia superior al 
80% y las tasas de blastocistos obtenidos de ovocitos vitrificados por este sistema 
superaron el 20%. Posteriormente Atabay et al., (2004), reportaron la vitrificación 
de ovocitos bovinos seguido de la transferencia nuclear interespecie, logrando 
obtener blastocistos de búfalo de pantano utilizando ovocitos vitrificados de 
bovino. Del mismo modo Somfai et al., (2014), obtuvieron el primer nacimiento 
de un lechón a partir de un ovocito vitrificado en superficie sólida modificada.

En la vitrificación en microgotas o superficie sólida, los ovocitos son expuestos a 
una solución de equilibrio por un periodo máximo de 15 minutos, seguidamente 
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los ovocitos son expuestos a una solución de vitrificación por un periodo de 
20 a 30 segundos. Luego un grupo de 3 a 4 ovocitos contenidos en 2 μl de esta 
solución es cargado con una micropipeta y finalmente los ovocitos son goteados 
directamente a un papel aluminio pre- enfriado flotando en nitrógeno líquido. La 
ventaja de este método de vitrificación radica en combinar pequeños volúmenes 
de vitrificación con exposición directa a nitrógeno líquido incrementando la 
velocidad de enfriamiento (Ruiz et al., 2011).

Vitrificación en Cryotech®

El sistema de vitrificación por Cryotech® fue descrito inicialmente por Dalvit et 
al., (2012) y Gutniski et al., (2013). Es un sistema de vitrificación por superficie que 
compone de una lámina fina de polipropileno (top) atado a una paleta de plástico 
y posee una tapa para proteger al ovocito de daños físicos y contaminación 
durante el almacenamiento en nitrógeno líquido. Este kit comercial posee 
soluciones de vitrificación y calentamiento estables a temperatura ambiente por 
un periodo de un año y por ser una técnica segura, repetible y de fácil aplicación 
ofrece altas tasas de sobrevivencia de ovocitos y embriones (Dalvit et al., 2012)
Por otro lado, adicional a los beneficios de los crioprotectores contenidos en 
los medios de vitrificación convencional, el kit Cryotech® permite disminuir el 
volumen de vitrificación y acelerar la velocidad de calentamiento y enfriamiento, 
y la composición de los medios de vitrificación como la HPC, una proteína 
sintética altamente viscosa a bajas temperaturas, y la  trehalosa, un disacárido 
que ayuda a la deshidratación parcial del ovocito previniendo la formación de 
cristales de hielo, y de esta manera garantiza los resultados de supervivencia 
superiores a los 99% de ovocitos y embriones viables posterior a la vitrificación. 
(Dalvit et al.,2012).

Gutnisky et al., (2013) vitrificaron embriones bovinos y obtuvieron crías nacidas 
después de la transferencia de embriones vitrificados/calentados con porcentajes 
de preñez y nacimientos similares a los obtenidos con embriones frescos.

Dalvit et al., (2012), obtuvieron 99% de tasas de sobrevivencia después de la 
vitrificación de ovocitos bovinos y los porcentajes de desarrollo embrionario 
hasta blastocistos posterior a un proceso de fecundación in vitro de estos ovocitos 
fueron similares a las tasas de desarrollo obtenidos en el grupo de ovocitos no 
vitrificados.
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Viscosidad de las soluciones

El éxito de la vitrificación está supeditado a la interacción de varios factores 
como la viscosidad de los medios durante los procesos de enfriamiento, 
almacenamiento y atemperado, así como también a la estabilidad de los medios 
vitrificantes y al grado de toxicidad de los mismos. (Saragusty y Arav., 2011).  

La viscosidad del medio en la cual los ovocitos son suspendidos es determinada 
por la concentración y el comportamiento de los crioprotectores y otros aditivos 
durante la vitrificación. A mayor concentración de crioprotectores, mayor 
es la temperatura de transición vítrea reduciendo así la formación de hielo 
intracelular y cristalización (Saragusty y Arav., 2011).  Los crioprotectores así 
como otros aditivos poseen diferentes grados de toxicidad, tasa de penetración 
y temperatura de transición vítrea. La combinación de diferentes crioprotectores 
se ha usado frecuentemente con la finalidad de incrementar la viscosidad y 
reducir los niveles de toxicidad. Para vitrificar ovocitos de alpacas, Ruiz et al., 
(2011) utilizaron 4% de Etilenglicol (EG) en la solución de equilibrio (SVI) y 35% 
de EG en la solución de vitrificación (SVII), 4% PVP (polivinilpirrolidona) y 
0.4M de Trehalosa. Estos autores obtuvieron tasas superiores a 50% de ovocitos 
morfológicamente normales y 39% de segmentación después de la activación 
partenogenética. Sin embargo, reportaron 31.3% de ovocitos dañados después 
de la exposición a las soluciones vitrificantes, demostrando que los ovocitos de 
alpaca son más susceptibles al efecto tóxico del EG que los ovocitos bovinos. 
Durante la vitrificación la viscosidad de las soluciones intra y extracelular 
incrementan progresivamente, este hecho disminuye la difusión del agua y las 
moléculas se ven inmovilizadas, en esta etapa, la solución se enfría rápidamente 
formando un vidrio en estado vítreo, no por cristalización de hielo, sino por 
incremento extremo de la viscosidad durante el enfriamiento (Fahy et al., 1984). 
En este sentido la vitrificación puede ser lograda aumentando la velocidad de 
enfriamiento y concentración de crioprotectores que permita una eliminación 
total de formación de hielo intra y extracelular (Liebermann et al., 2002). Sin 
embargo, el hecho de incrementar crioprotectores podría representar un 
riesgo de daño causado por la dificultad de lograr y controlar la velocidad de 
enfriamiento y atemperado (Yavin y Arav, 2007). Este hecho podría ser superado 
con el control de los tiempos de exposición, concentración de crioprotectores y 
volumen de vitrificación.
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Volumen

Se ha demostrado que volúmenes pequeños tienen mayor probabilidad 
de vitrificación (Arav, 1992; Arav et al., 2002; Yavin y Arav., 2007), además 
permiten una mejor transferencia de calor logrando de esta manera altas tasas de 
enfriamiento. La vitrificación de ovocitos en volúmenes inferiores a 2μl, resultan 
en menos daños provocados por la toxicidad de crioprotectores. (Saragusty y 
Arav, 2011). Con la finalidad de minimizar el volumen de las soluciones de 
vitrificación se han desarrollado dos técnicas: técnicas de superficie y técnicas 
de tubo.

Las técnicas de superficie presentan la ventaja de que el tamaño de la gota 
(0.1- 0.2 ul) que contiene al ovocito puede ser controlado, y se pueden lograr 
altas tasas de congelamiento y de atemperado. Ejemplos de este sistema son: 
mallas de microscopía electrónica (Steponkus et al.,1990; Martino et al.,1996), 
microgotas (Arav, 1992; Arav y Zeron, 1997; Dinnyés et al., 2000,Yavin y Arav, 
2001; Ruiz et al., 2013), Cryotop (Hamawaki et al., 1999; Kuwayama y Kato, 
2000), Cryoloop (Lane et al., 1999a, 1999b), Hemi - pajuelas (Vanderzwalmen et 
al., 2000), malla de nylon (Matsumoto et al., 2001), Cryoleaf (Chian et al., 2005), 
vitrificación cubierta directa (Chen et al., 2006), vitrificación en espátula (Tsang y 
Chow, 2009), Cryo-E (Petyim et al., 2009), hoja de plástico (Sugiyama et al., 2010) 
y Cryotech®  (Gutnisky et al., 2013).

Los sistemas de tubo tienen la ventaja de lograr altas tasas de congelamiento en 
sistemas cerrados, haciéndolos más seguros y de fácil manipulación. Destacan 
en estos sistemas: pajuela estirada (Rall y Fahy, 1985), pajuela estirada abierta 
(OPS) (Vajta et al., 1997, 1998), pajuela estirada cerrada (PEC, Chen et al., 2001), 
flexipet-denuding pipette (Liebermann et al., 2002), OPS superfina (Isachenko 
et al., 2000), CryoTip (Kuwayama et al., 2005), Tip de pipeta (Sun et al., 2008), 
dispositivo de vitrificación de alta seguridad (Camus et al., 2006), pajuela 
estirada sellada (Yavin et al., 2009), Cryo Pipeta (Portmann et al., 2010).
 

Crioprotectores 

Los crioprotectores son sustancias altamente solubles en agua y con capacidad 
de formar enlaces de hidrógeno estables con moléculas de agua, disminuyen 
el punto de congelación de cualquier solución en la que estén incluidos y son 
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tóxicos a altas concentraciones, por lo que deben tener bajo peso molecular 
para entrar fácil y rápidamente a la célula y ofrecer el máximo efecto protector. 
Además, un crioprotector debe inhibir la acción enzimática, disminuyendo e 
inclusive eliminando la actividad de radicales libres responsables de lisis celular, 
antes, durante y después de la vitrificación y atemperado (Palma, 2001). 

Crioprotectores penetrantes

Los agentes penetrantes son, por lo general, alcoholes de bajo peso molecular 
(PM) permeables a través de la membrana celular, que protegen a la célula de las 
lesiones producidas por las congelaciones a baja velocidad. Los crioprotectores 
penetrantes reemplazan osmóticamente el agua intracelular antes y durante 
el congelamiento, disminuyendo el punto de congelación del agua, lo cual 
combinado con una lenta tasa de enfriamiento disminuye la formación de 
cristales de hielo (Matthes et al., 1980). Entre los más comunes existen, G, EG, 
DMSO y PROH. Si bien la célula es permeable a estos agentes, su permeabilidad 
nunca es de la misma magnitud que la del agua. 

Los crioprotectores permeables como EG y DMSO son ampliamente usados 
en protocolos de vitrificación de ovocitos de humanos y animales, aunque el 
EG tiene menor capacidad vítrea (Mullen et al., 2008), tendría baja toxicidad y 
una mayor difusión celular (Bautista y Kanagawa, 1998; Kuleshova et al., 1999a; 
Orief et al., 2005), y posee alta compatibilidad con otros crioprotectores (Bautista 
y Kanagawa, 1998). El EG es el crioprotector más comúnmente usado en la 
vitrificación de ovocitos humanos (Coello et al., 2016; Kasapi et al., 2017). Estos 
autores evaluaron 7.5% EG y DMSO en el equilibramiento 15 y 20% EG y DMSO 
en la vitrificación y reportaron tasas variables de 40 a 60% de sobrevivencia. 
En ovocitos de ratón (Zhang et al., 2016), obtuvieron 93.8% de ovocitos vivos 
y 50% de blastocitos posterior a la FIV de ovocitos vitrificados en 7.5 y 10 % 
de DMSO y EG. En porcinos (Somfai et al., 2014) evaluaron 17.5% de EG sobre 
la viabilidad de ovocitos vitrificados y obtuvieron 66% de ovocitos viables. En 
bovinos (Elsden et al., 1982; Nibart y Humblot, 1997; Dinnyés et al., 2000; Giulia 
et al., 2017; Punyawai et al., 2015; Ortiz et al., 2016), evaluaron concentraciones 
de 4 a 10% EG y DMSO en el equilibramiento y concentraciones de 15 a 35% 
EG y 15 a 20% DMSO para la vitrificación de ovocitos, los resultados de 
sobrevivencia posterior al atemperado fueron variables. En el mejor de los casos 
los porcentajes de sobrevivencia superaron los 90% de ovocitos vivos después 
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del atemperado pero las tasas de desarrollo meiótico posterior al atemperado 
fueron inferiores a 40% evidenciando que el proceso de vitrificación ejerce daños 
irreversibles sobre los ovocitos y compromete su posterior desarrollo. En alpacas 
Ruiz et al., (2013), evaluaron diferentes concentraciones de EG en la solución de 
equilibramiento (2, 4, 6 y 8%) y en la de vitrificación (25, 35 y 45%), indicando 
que porcentajes inferiores a 4% de EG en la solución de equilibramiento y 25% 
de EG en la solución de vitrificación mejoraron los porcentajes de ovocitos vivos 
y tasas de segmentación después de la activación partenogenética. Sin embargo, 
porcentajes superiores a 6% de EG en la solución de equilibrio y 35% de EG en 
la solución de vitrificación fueron perjudiciales sobre las tasas de viabilidad y 
segmentación. Además, Ruiz et al., (2011) demostraron la toxicidad del EG sobre 
los ovocitos de alpaca después de un experimento de exposición a 35% de EG 
donde el 31.1% de ovocitos expuestos resultaron dañados.

Crioprotectores no penetrantes

Los crioprotectores no penetrantes son azúcares y otras macromoléculas los 
cuales, por el gran tamaño que presentan, no entran a la célula o lo hacen con 
extremada dificultad. Estas sustancias reducen las fuerzas iónicas fuera de la 
célula e influyen en la formación de cristales de hielo. Conformado por proteínas 
de suero y polímeros, estos crioprotectores son importantes en la composición 
de las soluciones de vitrificación por su influencia en la viscosidad, por ser 
promotores de formación vítrea y disminuir la toxicidad de los medios ya que 
su adición permite bajar las concentraciones de crioprotectores permeables 
sin comprometer sus propiedades de vitrificación (Bautista y Kanagawa, 
1998; Liebermann et al., 2002; Pegg, 2005). A su vez, ayudan a la reparación 
de membranas dañadas, además de prevenir la ruptura de la ZP durante 
el enfriamiento, promueven el desarrollo in vitro del embrión y la eclosión 
embrionaria (Kane, 1983). Estas macromoléculas son altamente viscosas 
a temperaturas bajas, lo cual impide que las moléculas de agua se unan con 
cristales de hielo (Sutton, 1991). Además, ayudan a la formación de un estado 
vítreo estable (Bautista y Kanagawa, 1998). La presencia de proteínas en el medio 
de vitrificación es importante para estabilizar la membrana celular y las enzimas 
(Carpenter y Crowe, 1988). El potencial uso de la HPC como un suplemento 
macromolecular en las soluciones de vitrificación de ovocitos y embriones ha 
sido previamente descrita (Inoue, 2012; Kuwayama, 2013; Mori et al., 2015). 
Inoue, (2012) evaluó por primera vez el uso de HPC como un sustituto para 
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proteínas y derivados de suero animal en la vitrificación de ovocitos humanos, 
no encontrando diferencias en las tasas de sobrevivencia al ser comparados 
con medios de vitrificación con suplementos de suero. Estos hallazgos han sido 
confirmados por recientes estudios realizados en ratón y blastocistos humanos 
(Mori et al., 2015; Coello et al., 2016). La eficiencia de esta macromolécula en 
la vitrificación de ovocitos y embriones bovinos también ha sido evaluada por 
Dalvit et al., (2012) quienes obtuvieron tasas de sobrevivencia superior a los 90% 
después de la vitrificación de ovocitos bovinos. 

El uso de SFB y BSA como suplemento de proteína en los medios de vitrificación 
ha sido ampliamente usado durante la vitrificación de ovocitos de alpacas Ruiz 
et al., (2011, 2013), porcinos (Somfai et al., 2014), bovinos (Dinnyés et al., 2000; 
Giulia et al., 2017; Punyawai et al., 2015; Dalvit et al., 2012). La proporción del 
SFB en los medios de vitrificación ha sido variable desde un 0.01% hasta 20% de 
SFB en los medios de vitrificación, equilibramiento y atemperado.

Otro de los crioprotectores no penetrantes como la trehalosa ha sido usado 
como suplemento en los medios de vitrificación por su capacidad de preservar 
la integridad de membrana en actividades bajo el nivel del agua (Hotamisligil 
et al., 1996) y puede reducir la toxicidad de los crioprotectores permeables 
usados en la vitrificación a medida que recubren la membrana externa mediante 
la formación de enlaces de hidrógeno con fosfolípidos de la membrana 
(Anchordoguy et al., 1987). Además, la adición de este ayuda a la deshidratación, 
disminuyendo el riesgo de cristalización intracelular (Courbiere et al., 2009). Los 
azúcares previenen la entrada acelerada del agua hacia el interior de la célula 
durante el atemperado, por ello la importancia del uso de los sacáridos como 
crioprotectores permeables y no permeables. El uso de la trehalosa o sucrosa 
en las soluciones de vitrificación de ovocitos, así como en el de atemperado ha 
sido frecuentemente reportado en la vitrificación de ovocitos humanos (Kasapi 
et al., 2017; Coello et al., 2016), en bovino (Dinnyés et al., 2000; Giulia et al., 2017; 
Punyawai et al., 2015), porcinos (Somfai et al., 2014) y en alpacas (Ruiz et al., 
2011, 2013). La adición de azúcares como sucrosa, trehalosa, rafinosa y otros 
azúcares contribuyen a los resultados de la vitrificación (Kuleshova et al., 1999; 
Sutton., 1991). Sin embargo, es importante tener en cuenta que, al igual que el 
CPA permeable, los azúcares también pueden causar daño osmótico cuando se 
usan en altas concentraciones (Isachenko et al., 2001).
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Efectos del enfriamiento y la vitrificación sobre las estructuras ovocitarias.

La mayoría de los estudios sobre los efectos del enfriamiento y congelación 
sobre los ovocitos mamíferos se limitan principalmente a los efectos de éste 
en la morfología, la citología y la competencia de un desarrollo embrionario 
posterior de los ovocitos enfriados o crioconservados y, más concretamente, 
de los estadios meióticos en los que los ovocitos se encuentren al momento de 
ser sometidos a procesos de criopreservación (Park et al., 1997). Cuando los 
ovocitos son sometidos a temperaturas inferiores a las fisiológicas y éstas se 
elevan nuevamente a 37 °C, los ovocitos sufren una serie de cambios físicos y 
fisiológicos. No obstante, Arav et al., (1996) y Park et al., (1997) demostraron 
que los mayores daños se producen entre +15 y -15 °C y temperaturas entre 
+30 y 0 °C podrían comprometer la integridad de la membrana, el metabolismo 
celular, el citoesqueleto y la capacidad celular de controlar y reparar los daños 
producidos por los radicales libres. Por otro lado, debajo de los 0 °C suponen un 
alto riesgo de formación de hielo intracelular el cual puede provocar un daño 
irreparable en la célula (Trad et al., 1999). El daño sobre estructuras ovocitarias 
causado por la vitrificación estaría relacionado con el estadio de maduración 
en el cual éstos son vitrificados. Egerszegi et al., (2013), evaluaron las tasas de 
sobrevivencia y desarrollo posterior de ovocitos porcinos vitrificados en dos 
estadios (VG y MII), y reportaron altas tasas de sobrevivencias después de la 
vitrificación para el grupo de ovocitos vitrificados en MII en comparación a las 
tasas de sobrevivencia del grupo de ovocitos vitrificados en VG. Sin embargo, 
las tasas de maduración fueron similares en ambos grupos, el grupo de ovocitos 
vitrificados en VG tuvieron una mejor distribución del uso y de la integridad de 
F-actina. Estos hallazgos demuestran que la vitrificación de ovocitos en estadios 
de VG son más ventajosas en términos de segmentación y desarrollo a blastocistos 
comparados con la vitrificación de ovocitos en MII. En otros estudios (Jee Bc et 
al., 2009; Mandelbaum et al., 1998) reportaron tasas de MIV inferiores después 
de la vitrificación de ovocitos en estadio de VG que en aquellos vitrificados en 
MII, vitrificar ovocitos en estadios tempranos podría comprometer las tasas 
de segmentación obtenidas después de un proceso de fecundación in vitro de 
ovocitos vitrificados. Por otro lado, en ovocitos vitrificados en MII, la probabilidad 
de desnudar ovocitos durante los procesos de vitrificación y atemperado se ve 
significativamente reducida, ya que los ovocitos vitrificados en VG requieren 
mantener intacto la comunicación celular entre ovocitos y células del cumulus 
para garantizar una MIV exitosa (Brambillasca et al., 2013).
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VITRIFICACIÓN DE OVOCITOS EN CAMÉLIDOS SUDAMERICANOS

Ruiz (2009), vitrificó ovocitos maduros de alpaca con el método de vitrificación 
en microgotas. Para cumplir con este objetivo se realizaron 6 experimentos 
los cuales generaron 4 capítulos. En el primer capítulo el objetivo fue 
establecer la técnica de vitrificación en microgotas usando como modelo 
ovocitos bovinos. Los resultados demostraron que es posible obtener ovocitos 
bovinos morfológicamente normales post-vitrificación y además que son 
fisiológicamente normales al ser capaces de segmentarse en altas tasas e incluso 
desarrollar hasta blastocisto. En el segundo capítulo el objetivo fue establecer 
un protocolo de activación química para ovocitos de alpaca y llama para la 
producción de embriones partenogenéticos. Se encontró que los ovocitos de 
ambas especies respondieron a la activación química y se obtuvieron altas tasas 
de segmentación lográndose el desarrollo hasta blastocisto sin diferencias entre 
ambas especies demostrando que es posible la producción in vitro de embriones 
partenogenéticos utilizando ovocitos de alpaca y llama. En el tercer capítulo 
el objetivo fue aplicar el método de vitrificación establecido en bovinos para 
evaluar su efecto en la viabilidad de ovocitos de alpaca activados químicamente 
para la producción de embriones partenogenéticos. Los resultados evidenciaron 
que es posible obtener ovocitos de alpaca morfológicamente normales luego 
del proceso de vitrificación/descongelación por el método de superficie sólida y 
que los ovocitos de alpaca eran fisiológicamente viables post-descongelación al 
ser capaces de segmentarse. Asimismo, se demostró que los ovocitos de alpaca 
son sensibles a la exposición en etilenglicol y que la criopreservación afecta el 
desarrollo de los embriones producidos a partir de ovocitos vitrificados de alpaca. 
En el cuarto capítulo se evaluaron diferentes concentraciones de etilenglicol en la 
solución de equilibrio y de vitrificación y diferentes tiempos de exposición en la 
solución de vitrificación de ovocitos de alpaca madurados in vitro. Demostrando 
que la exposición en etilenglicol hasta un 4% en la solución de equilibrio y 35% 
en la solución de vitrificación no afecta el desarrollo embrionario. Asimismo, 
la vitrificación de ovocitos de alpaca utilizando 25% y 35% de etilenglicol y 
exponiendo los ovocitos por 15 y 30 segundos en la solución de vitrificación 
fue más efectiva al tener mayores tasas de segmentación incluso se logró el 
desarrollo de blastocistos. 
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Figura 1. Vitrificación de ovocitos de alpaca en microgotas: A) Microgotas vitrificadas 
conteniendo ovocitos B) Microgotas vitrificadas en vial criogénico C) Criovial conteniendo 
microgotas en tanque de nitrógeno mantenidos por 24h.

Figura 2. Atemperado de ovocitos de alpaca vitrificados por Microgotas: A) Criovial 
conteniendo microgotas vitrificados. B y C) Atemperado de ovocitos vitrificados en microgotas.

 

Figura 3. A) Ovocitos de alpaca deshidratados inmediatamente después del descongelamiento 
B) Ovocitos de alpaca rehidratados 5 minutos después de mantenerse en medio de 
atemperamiento.

Por otro lado, Landeo (2019) obtuvo blastocistos de alpaca mediante fecundación 
in vitro a partir de complejo ovocito cúmulus (COCs) vitrificados por dos 
técnicas: Cryotech® y Microgotas. Para lo cual 1094 COCs de categoría I y II 
fueron recuperados de ovarios de matadero, y madurados in vitro por 36 horas. 
Posterior a la maduración in vitro los COCs fueron aleatoriamente distribuidos 
en tres grupos, vitrificados: VM (n=250) y VC (n=244), expuestos: EM (n=200) y 
EC (n=200) y no vitrificado y sin exponer NVE (n=200). La FIV fue realizada 24 
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horas después de la criopreservación de los COCs utilizando espermatozoides 
epididimarios. Las tasas de división celular y mórulas obtenidas a partir de 
ovocitos vitrificados con Cryotech® (VC) y Microgotas (VM) fueron (16.8 y 12.5%) 
y (13.5 y 8.25%) respectivamente y no evidenciaron diferencias estadísticas 
significativas entre ambos. Y las tasas de división celular y mórulas (41.5 y 
34.5%) obtenidas a partir de COCs expuestos a Cryotech® (EC) fueron similares 
a las tasas de división celular y mórulas (61.3 y 50%) obtenidas a partir de COCs 
NVE. Las tasas de blastocitos tempranos (4.5, 10.3 y 4.0%) obtenidos a partir de 
COCs VM, VC y EM fueron significativamente inferiores (p<0,05) que las tasas 
de blastocitos tempranos (23.8 y 27.3%) obtenidos a partir de COCs EC y NVE 
respectivamente.  Las tasas de blastocistos expandidos (20.5 y 21.8%) obtenidos a 
partir de COCs EC y NVE respectivamente fueron significativamente superiores 
(p<0,05) que las tasas de blastocistos expandidos (1,5%) obtenidos a partir de 
COCs EM. Los COCs vitrificados con VM y VC no alcanzaron desarrollar hasta 
los estadíos de blastocistos expandidos ni eclosionados. Las tasas de blastocistos 
eclosionados (0.45, 9.9 y 21.1%) obtenidos a partir de COCs EM, EC y NVE 
respectivamente fueron significativamente diferentes (p<0,05). 

Figura 4. Vitrificación de ovocitos de alpaca en Cryotech®: A) Ovocitos de alpaca madurados 
in vitro 36 h. B) Solución de equilibramiento Es, Solución de Vitrificación V1 y V2 C) Ovocito 
de alpaca en un capilar de vidrio estirado D) Ovocitos de alpaca distribuidos sobre una lámina 
de plástico (Top). E) Ovocito de alpaca sobre una lámina de plástico previo a la vitrificación.

Figura 5. Atemperado de ovocitos vitrificados por Cryotech®: A y B) Paleta de plástico (top) 
conteniendo ovocitos vitrificados. C) Medio de atemperado TS, DS, WS1 y WS2 D) Placa de 4 
pocillos con medio de lavado y fecundación in vitro.
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CONCLUSIONES

Se ha demostrado que los ovocitos de alpaca son sensibles al congelamiento y 
que el etilenglicol tiene efecto en la sobrevivencia de los ovocitos. Es posible 
obtener desarrollo hasta blastocistos tempranos a partir de COCs vitrificados, 
y con Cryotech® se obtienen mayores porcentajes de desarrollo a blastocistos 
tempranos que con Microgotas. Es necesaria mayor investigación para optimizar 
un protocolo para vitrificar ovocitos de alpacas.
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CAPÍTULO X

ACTIVACIÓN QUÍMICA DE OVOCITOS DE ALPACAS Y 
LLAMAS

Jaime Ruiz y Flor Castañeda

RESUMEN

Existen diferentes protocolos para activar ovocitos. Agentes físicos y 
químicos son utilizados para la activación de ovocitos de diferentes 
especies. Hasta el momento, la activación química es la única forma 

en que han sido activados ovocitos de alpacas y llamas. En los primeros 
estudios en camélidos sudamericanos, se utilizó la activación química para 
activar embriones de llamas producidos por transferencia nuclear e inyección 
intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI). Posteriormente en el Laboratorio 
de Biotecnologías Reproductivas de la Universidad Nacional de Huancavelica 
se han realizado diversos estudios con ovocitos de alpacas, que han permitido 
establecer el protocolo óptimo para activar ovocitos utilizando Ionomicina de 
Ca, DMAP y Citocalasina B, asimismo se encontró que se puede usar el etanol 
en forma alternativa para la activación química de ovocitos de alpaca, también 
se ha utilizado la activación química para evaluar el efecto de los crioprotectores 
sobre el desarrollo embrionario in vitro y para verificar la viabilidad de ovocitos 
de alpaca post descongelamiento.
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INTRODUCCIÓN

La activación partenogenética de ovocitos no es una forma de reproducción 
natural en los mamíferos. Sin embargo, permite producir embriones in 
vitro a partir de un gameto femenino sin la contribución del gameto 

masculino (Yu et al., 1997). La partenogénesis representa una herramienta 
válida para evaluar la calidad de los ovocitos madurados in vitro y el desarrollo 
tempano de los embriones, también permite asistir los protocolos de inyección 
citoplasmática y para la activación del ovocito durante la clonación por 
transferencia nuclear (Gasparrini et al., 2004) o para evaluar la calidad de ovocitos 
criopreservados/descongelados (Dinnyés et al., 2000). La partenogénesis es un 
fenómeno reproductivo que ocurre en diferentes animales inferiores (insectos, 
lagartos, serpientes, peces y aves) en el que un ovocito inicia su desarrollo para 
generar descendencia sin la contribución paterna (Kharched y Birade, 2013).  
Aunque no es natural para los mamíferos, se ha informado que la partenogénesis 
ocurre espontáneamente, hasta cierto punto, en varias especies como bovinos 
(Lechniak et al., 1998), ratas (Zernicka-Goetz, 1991), ratones (Eppig et al., 
2000; Fedorushchenko et al., 1996) y camélidos (Abdoon et al., 2007; Mesbah 
et al., 2004). La partenogénesis puede también ser inducida artificialmente 
en ovocitos de mamíferos mediante efectos físicos, químicos y estimulación 
eléctrica, procesos que imitan las oscilaciones de calcio intracelular inducidas 
por los espermatozoides durante la fecundación natural desencadenando 
la reanudación y finalización de la meiosis. Para la producción de embriones 
partenogenéticos se han activado con éxito ovocitos de diferentes especies: en 
vacas (Dinnyés et al., 2000; Li et al., 2002; Men et al., 2002), búfalos (Gasparrini et 
al., 2004; Saikhun et al., 2004), cabras (Ongeri et al., 2001; Begin et al., 2003), ratas 
(Krivokharchenko et al., 2003), porcinos (Iwamoto et al., 2005) y en camélidos 
sudamericanos domésticos (Ruiz et al., 2007, 2015). 

La activación es un proceso que se inicia normalmente en el ovocito al momento 
que es penetrado por el espermatozoide durante la fecundación (Alberio y 
Zakhartchenko 2001) elevándose en forma breve y periódica los niveles del 
calcio intracelular (Tanaka 1997). En la mayoría de los mamíferos, el ovocito 
recién liberado del folículo se encuentra detenido en Metafase II debido a los 
altos niveles citoplasmáticos del factor promotor de la maduración (FPM). Una 
vez que se han fusionado el espermatozoide y el ovocito inicia con la liberación 
de calcio intracelular, provocando la inactivación del FPM y el consecuente 
reinicio y término de la meiosis hasta la extrusión del segundo corpúsculo polar 
(CP) y la formación de los pronúcleos (Williams 2002).  

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



219

ACTIVACIÓN QUÍMICA DE OVOCITOS DE ALPACAS Y LLAMAS

Métodos de activación de ovocitos

En la activación partenogenética, el ovocito requiere la ocurrencia de las 
oscilaciones de calcio para inactivar el FPM, reanudar el proceso de la meiosis 
con la consecuente extrusión del segundo corpúsculo polar y la formación de 
los pronúcleos. Estos procesos son provocados mediante el uso de diferentes 
agentes, utilizados como estímulos físicos o químicos (Paffoni et al., 2008), 
capaces de inducir el desarrollo embrionario in vitro. 

Los procesos que tienen lugar en el interior de los ovocitos activados 
artificialmente parecen ser similares a los que ocurren tras la activación inducida 
por el espermatozoide. Sin embargo, en lugar de desencadenarse una serie de 
oscilaciones de Ca2+, la mayoría de estos estímulos partenogenéticos inducen 
la formación de un solo pico de Ca2+. Dependiendo del estímulo puede o no 
producirse la emisión del segundo CP. La exocitosis de gránulos corticales 
también ocurre en menor proporción y la membrana nuclear se reconstruye 
alrededor de unos pocos cromosomas (Bos-Mikich et al., 2016). 

Dependiendo del agente activador usado, se pueden producir embriones 
partenogenéticos haploides o diploides, según se produzca la extrusión o no del 
segundo CP (Bos-Mikich et al., 2016). 
En la actualidad contamos con una amplia gama de protocolos de activación; 
sin embargo, aún es necesario establecer protocolos específicos y más eficientes 
para las diferentes especies. 

Para la inducción del aumento de los niveles de Ca2+ citoplasmático, generalmente 
se utilizan productos químicos tales como cloruro de estroncio (SrCl2) en el 
ratón, ionomicina/ionóforo de calcio en bovinos y ovinos, la estimulación 
eléctrica en porcinos (Kragh et. al., 2005). Para la posterior inactivación del FPM, 
luego del estímulo inicial, se realiza tratamiento con otros agentes, tales como: 
cicloheximida (CHX), 6-dimetilaminopurina (6-DMAP) o roscovitina (ROS), que 
reducen la actividad del FPM, actuando sobre la ciclina B y la fosforilación de 
las proteínas quinasas. Para mantener la ploidía, se usan inhibidores de actina, 
que evitan la polimerización de los filamentos de actina, por ende, impiden la 
extrusión del segundo CP. Entre estos agentes encontramos a la citocalasina B o 
D (CB, CD), y desde hace relativamente poco, la latrunculina A (LatA). (Himaki 
et al., 2010).

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



220

Jaime Ruiz y FloR Castañeda

Uno de los agentes físicos en la activación de ovocitos es la activación eléctrica, 
el cual ha sido usada en diferentes especies como el ratón (Onodera y Tsunoda, 
1989); conejo (Özil, 1990); y bovino (Collas et al., 1993). La activación mediante 
pulso eléctrico induce la formación de poros a nivel de la membrana plasmática, 
que facilita el paso de Ca2+ extracelular hacia el interior del ooplasma (Liu 
et al., 2015). Esto provoca la inactivación transitoria del FPM, a través de un 
solo pico de Ca2+ (Zhu et al., 2002; Hosseini et al., 2008; Hai et al., 2014). Para 
prevenir la reactivación del FPM es necesario usar un inhibidor de síntesis de 
proteínas o inhibidores más específicos de la fosforilación de proteínas kinasas. 
La inhibición de la síntesis de proteína conduce a una significativa disminución 
del FPM activo (Martinez et al., 2003). 

Figura 1. Activación eléctrica: El ovocito es colocado entre dos electrodos, el pulso eléctrico que 
genera el electroporador provoca el incremento de Ca+ para su activación y post formación 
de embriones partenogenéticos haploides o diploides. Esta técnica también puede ser usada  
para asistir a la clonación, ICSI y otras técnicas.

Para una eficiente activación de los ovocitos, es importante lograr el ingreso de 
una cantidad óptima de Ca2+. Esta cantidad de Ca2+ es proporcional al número 
y tamaño de los poros inducidos por la estimulación eléctrica. El número de 
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impulsos, la intensidad de campo de pulso y la duración de los mismos, afectarán 
el influjo de Ca2+ al interior del ovocito, y tendrán un efecto en el desarrollo 
posterior del embrión (Zhu et al., 2002). Se observó una relación inversa entre la 
intensidad de campo eléctrico y el número de impulsos en los conejos, ratones y 
cerdos (Collas y Robl, 1990; Collas et al., 1989; Özil, 1990; Zhu et al., 2002). Con 
una baja intensidad de campo y un mínimo pulso, se inducen bajas afluencias 
de Ca2+, que son insuficientes para la activación del ovocito. Por el contrario, 
múltiples pulsos con un alto campo de fuerza perjudican al desarrollo de los 
ovocitos al provocar la formación excesiva de poros y daños en la integridad de 
la membrana (Lee et al., 2004).

Posterior al impulso inicial tenemos diferentes agentes químicos durante 
la producción de embriones partenogenéticos los cuales, se describen a 
continuación: 

La Cicloheximida (CHX), es producida por la bacteria Streptomyces griseus. Es 
un inhibidor de la síntesis de proteínas, de la ciclina B y de otras proteínas de vida 
corta. Baja la actividad del FPM y los cromosomas decondensan para formar un 
pronúcleo (Mori et al., 2008). Esta droga se utiliza durante 3 a 5 horas después 
de inducir la liberación de calcio. El uso de la CHX después de la inducción 
de los picos de Ca+2, provoca una dinámica de inactivación del FPM similar a 
la inducida por el espermatozoide (Liu y Yan, 1999). Los intervalos del FPM y 
MAPK también son similares. Sin embargo, algunos estudios demostraron que el 
uso de la CHX provoca anormalidades en la dinámica del desarrollo embrionario 
temprano, por la deficiencia en el transporte de proteínas citoplasmáticas (Soloy 
et al., 1997). Para la especie porcina, Ock et al., (2011) reportaron que el uso de 
la CHX puede inducir la formación de un PN irregular y un bajo desarrollo pre-
implantatorio. Por otra parte, los ovocitos tratados con CHX, sufren la extrusión 
del segundo CP, resultando en embriones haploides. 

Por tal motivo, si se quiere obtener embriones partenogenéticos diploides es 
necesario además el tratamiento con otras drogas, como la CB o LatA (Kragh et 
al., 2005; Himaki et al., 2010).

El 6-Dimetilaminopurina (6-DMAP) actúa como inhibidor de la fosforilación de 
proteínas quinasas (Szöllosi et al., 1993). Indirectamente, evita la reactivación del 
FPM, inhibiendo la fosforilación de MAPK y bloqueando a la fosfatasa CDC25, 
que son los encargados de llevar a cabo la activación del FPM (Alberio et al., 
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2001). El 6-DMAP además presenta una acción directa sobre CDK1 (uno de los 
componentes del FPM), provocando fosforilación en uno de sus sitios inhibidores 
(Liu y Yang, 1999). Al usar 6-DMAP, la actividad del FPM declina media hora 
después de haber inducido el pico de Ca2+; por el contrario, MAPK disminuye 3 
- 4 horas post activación. El periodo de incubación en 6-DMAP es de 3 a 4 horas, 
y se realiza luego de inducir los picos de Ca2+, logrando elevados porcentajes de 
activación y formación de pronúcleos. Esta droga fue ampliamente aplicada en 
diversas especies: ratón (Oliveira et al., 2015), conejo (Collas y Robl, 1990), ovino 
(Smith y Wilmut, 1989), bovino (Bevacqua, 2007) y porcinos (Buemo et al., 2016).

A diferencia de la CHX, el tratamiento con 6-DMAP genera embriones diploides, 
por lo cual no es necesario adicionar drogas para evitar la extrusión del segundo 
CP (Moses y Masui, 1995; Cha et al., 1997). A pesar de haber obtenido altas tasas 
de desarrollo embrionarios inducidas por 6-DMAP, esta sustancia química 
provoca anormalidades cromosómicas y síntesis prematura del ADN (De la 
fuente y king, 1998). También induce tempranamente la desfosforilación de 
MAPK provocando un desarrollo pro-nuclear más temprano (Liu y Yang., 1999).

Al usar inhibidores de filamentos de actina durante la maduración in vitro se 
puede bloquear el progreso de la meiosis (Kim et al., 1998). Algo similar ocurre en 
los embriones partenogénicos o producidos por transferencia nuclear de células 
somáticas cuando se trata con estos inhibidores al momento de la activación. 
Dado que no hay rotación del huso mitótico ni división celular, el ovocito forma 
un pronúcleo femenino adicional, al estar impedida la extrusión del segundo CP 
(Kim et al., 1998; Zhu et al., 2003). Entre los inhibidores de filamentos de actina 
encontramos la Citocalasina B (CB) y la Latrunculina A (LatA).  

La Citocalasina B es una micotoxina que inhibe las divisiones citoplasmáticas 
y el movimiento celular, interviniendo a nivel de los filamentos de actina 
(Cooper, 1987). Provoca que los monómeros de actina libres no se adicionen a 
los filamentos en el extremo positivo (Theodoropoulos et al., 1994), de este modo 
inhibe la extrusión del segundo CP y mantiene todos los cromosomas dentro 
del ooplasma. La CB adicionada durante la maduración bloquea la citocinesis 
e inhibe la liberación del primer CP (Verlhac et al., 2000). Algo similar ocurre 
durante la activación partenogénica diploide y la clonación, donde se bloquea 
la liberación del segundo CP o el pseudo-corpúsculo polar, según sea el caso. 
La CB no afecta la separación de las cromátidas hermanas y permite la formación 
de dos pronúcleos (Cooper, 1987; Zhu, 2003), resultando en embriones 
partenogenéticos diploides (Lènart et al., 2005). 
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Los resultados de Lee et al., (2004), muestran que más del 70% de ovocitos 
tratados con un solo pulso eléctrico (PE), seguido por incubación en CB presentan 
dos pronúcleos, siendo presumiblemente diploides en mayores tasas que los 
tratados solo con PE (40% de retención del segundo CP). Cha et al., (1997), 
también demostraron que el tratamiento con CB posterior a la estimulación 
partenogenética desencadena un mejor desarrollo de embriones porcinos. 

La Latrunculina A (LatA) es una toxina purificada a partir de la esponja del 
Mar Rojo Latrunculia magnífica, que inhibe la polimerización de la actina. La 
LatA influye en la polimerización de actina formando un complejo molar 1:1 
entre LatA y G-actina (Coué et al., 1987). Se une específicamente al monómero 
de actina (G-actina) y no tiene actividad para bloquear el extremo positivo de la 
F-actina (Yarmola et al., 2000). 

La mayoría de los trabajos actualmente disponibles que describen el uso 
de LatA, han sido realizados en ratones. Mallol et al., (2015) reportaron un 
aumento significativo en la tasa de blastocistos producidos por transferencia 
nuclear. Además, Terashita et al., (2012; 2013), compararon la CB con LatA, 
como resultados encontraron que los ovocitos tratados con LatA mantuvieron 
todos los cromosomas dentro del ooplasma sin efectos adversos para la F-actina, 
similar a lo que sucede en la fecundación. Además, reportaron un incremento en 
la tasa de nacimientos de ratones clonados. Por el contrario, la localización de la 
F-actina en embriones clonados tratados con CB mostró ser diferente respecto a 
la de embriones fecundados. 

Uso de la activación química en camélidos sudamericanos (CS)

En camélidos sudamericanos existen reportes sobre el uso de la activación 
química en la producción de embriones partenogenéticos, embriones producidos 
por transferencia nuclear o embriones producidos por ICSI. En llamas, se ha 
utilizado la Ionomicina de calcio (Sansinena et al 2003, 2007; Conde et al 2008) 
como fuente para elevar la concentración de calcio intracelular, combinado con 
el cicloheximide (Sansinena et al 2003) o 6-DMAP (Conde et al 2008; Sansinena 
et al 2007) como fuentes para inactivar el Factor Promotor de la Maduración 
(FPM) y reiniciar la meiosis. Existen diferencias en la concentración y el tiempo 
utilizados para la exposición de los ovocitos a la ionomicina de calcio en los autores 
citados. Sansinena et al., (2003) expusieron los ovocitos enucleados e inyectados 
con fibroblastos de llama (transferencia nuclear) por 5 minutos en Ionomicina de 
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Ca 5 mM a diferencia de Conde et al., (2008) que expusieron ovocitos inyectados 
con espermatozoides (ICSI) por 10 minutos en 0.5 µM de Ionomicina de Ca. Los 
embriones producidos por Conde et al., (2008) desarrollaron hasta el estadio 
de blastocisto en cambio los embriones producidos por Sansinena et al., (2003) 
sólo uno llegó hasta mórula y 10 hasta el estadio de 8-16 células. Por otro lado, 
Sansinena et al., (2007) expusieron embriones producidos por ICSI durante 5 
minutos en 7 µM de Ionomicina de calcio y obtuvieron 63% de segmentación 
y 38% de embriones de 4-8 células. Los resultados pueden explicarse por las 
diferentes técnicas de micromanipulación utilizadas para la producción de 
embriones ICSI y transferencia nuclear o a las sustancias químicas utilizadas 
para la activación en diferentes concentraciones o en diferentes tiempos de 
exposición.  

En el laboratorio de Biotecnologías Reproductivas de la Universidad Nacional 
de Huancavelica (Ruiz et al 2007), se utilizó por primera vez en el Perú y en 
el Mundo la activación química de ovocitos para la producción de embriones 
partenogenéticos de alpaca y llama. Los ovocitos de alpaca y llama fueron 
expuestos por 5 minutos a 5 µM de Ionomicina de Ca y después cultivados 
en  SOF-IVC (fluido de oviducto sintético para cultivo in vitro) adicionado de 
2 mM de 6-DMAP y 12,5 µM de Citocalasina B por 3 horas. Concluidos estos 
tratamientos para la activación artificial, los ovocitos fueron cultivados por 
8 días en SOF-IVC en una cámara modular (Billups Rotemberg) de cultivo a 
38.5 ºC con atmósfera húmeda de 5% O2, 5% CO2 y 90% N2 al aire. Con este 
tratamiento se activaron químicamente 204 ovocitos de alpaca y 89 ovocitos de 
llama madurados in vitro por 25-26 horas. Las tasas de segmentación (embriones 
de dos células) a las 48 horas del tratamiento de activación fueron 63.7 y 50.6 
para alpaca y llama respectivamente sin diferencias estadísticas significativas 
entre especies. Las tasas de blastocistos a los 8 días del tratamiento de activación 
fueron 7.7 y 4.4 para alpacas y llamas respectivamente sin diferencias estadísticas 
significativas entre especies. 

 
Activación química de ovocitos de alpaca

Sacha et al., (2009) activaron químicamente ovocitos de alpaca con el objetivo de 
determinar la influencia de la categoría del ovocito en la producción in vitro de 
embriones partenogenéticos de alpaca. El trabajo de investigación se llevó a cabo 
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en el Laboratorio de Biotecnologías Reproductivas de la Universidad Nacional 
de Huancavelica ubicado en el Distrito, Provincia, Región de Huancavelica 
en Perú a 3680 msnm. Ovocitos de alpaca recuperados de ovarios obtenidos 
en el camal fueron seleccionados de acuerdo a su calidad en 4 categorías (I, 
II, III y IV). Los ovocitos de alpaca fueron madurados in vitro durante 22-24 
horas. Posteriormente las 4 categorías fueron activadas químicamente para la 
producción in vitro de embriones partenogenéticos exponiéndolos durante 4 
minutos a 5 µM de ionomicina de Ca a temperatura ambiente y posteriormente 
se incubó por 3 horas en 6-dimetilaminopurina (6-DMAP) y 12,5 µM de 
Citocalasina en una atmósfera húmeda con 5% de CO2 y 38.5 ºC. Finalmente, 
los ovocitos fueron cultivados por 8 días en una incubadora con 5% CO2 en 
gotas con 40 µl de SOF-IVC suplementado con 3 mg/ml de Albúmina. Las tasas 
de segmentación obtenidas fueron: 37.45%, 30.74%, 22.93% y 0.00% para las 
categorías I, II, III y IV respectivamente. Las tasas de mórulas para las 4 categorías 
fueron similares a las tasas de segmentación. Las categorías I, II y III fueron 
superiores estadísticamente a la categoría IV. En conclusión las categorías I, II 
y III son aptas para utilizarlas en la producción in vitro de embriones de alpaca.

Figura 2. A) Ovocitos maduros de alpaca. B) Solución de Hialuronidasa. C) Agitación en 
vortex de ovocitos maduros de alpaca en solución de Hialuronidasa. 

Taipe et al., (2010) realizaron un estudio con el objetivo de determinar la 
concentración óptima del etanol para la activación química de ovocitos de 
alpaca. Este trabajo se realizó en el Laboratorio de Biotecnologías Reproductivas 
de la Universidad Nacional de Huancavelica. Se aspiraron ovocitos de alpaca 
de ovarios recuperados en el Camal Municipal de Huancavelica. Las células del 
cúmulo que rodean a los ovocitos fueron separadas agitando los ovocitos durante 
dos minutos en una solución de hialuronidasa al 0.1% después de 22-24 horas de 
maduración in vitro. Posteriormente los ovocitos fueron divididos en 4 grupos 
y expuestos por 4 minutos en 5% (T1), 7% (T2), 9%(T3) de etanol o en 5uM de 
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ionomicina de Ca (grupo control) a temperatura ambiente y posteriormente los 
4 grupos se incubaron por 3 horas en 2mM de 6 dimetilaminopurina (6-DMAP) 
y 12.5 µM de Citocalasina B a 38.5 °C en una atmósfera húmeda con 5% de CO2. 
Finalmente, los ovocitos fueron cultivados por 8 días en una incubadora con 5% 
de CO2 en gotas con 40 ul de SOF-IVC suplementado con 3 mg/ml de albúmina. 
Las tasas de segmentación obtenidas fueron: 25.0%, 21.0%, 9.3% y 33.6% y 
las tasas de blastocistos fueron: 7.0%, 6.3%, 4.0% y 4.7% para 5%, 7%, 9% de 
etanol y 5 uM de ionomicina de Ca respectivamente. En conclusión, utilizando 
5% de etanol para la activación química de ovocitos de alpaca se obtuvo mejor 
desarrollo embrionario in vitro.

 
Figura 3. A) Placa Petri con gotas de 5 µM de Ionomicina de Ca en SOF-HEPES. B) Placa Petri 

con gotas con solución de 2 mM de 6-DMAP y 12.5 µM de Citocalasina B en SOF-IVC.

Taipe et al., (2011) realizaron un estudio con el objetivo de evaluar diferentes 
tiempos de exposición en etanol de ovocitos de alpaca para su activación e 
inducir desarrollo embrionario. Complejos ovocitos-cúmulo (COCs) de alpaca 
fueron aspirados de ovarios recuperados en el camal municipal de Huancavelica. 
Las células del cúmulo fueron separadas agitando los COCs durante 2 minutos 
en una solución de hialuronidasa al 0.1% después de 22-24 horas de maduración 
in vitro. Posteriormente los ovocitos fueron expuestos por 3(T1), 4(T2) o 5(T3) 
minutos a una solución con 5% de etanol seguido de una exposición por 3 horas 
en 2mM de 6-dimetilaminopurina (6-DMAP) y 12.5 µM de Citocalasina B y un 
grupo control de ovocitos se expuso a 5 uM de ionomicina de Ca (4 minutos) 
+ 2mM de 6-DMAP y 12.5 µM de Citocalasina B (3 horas). Luego los ovocitos 
fueron cultivados en gotas de 40 ul de mSO-IVC suplementado con 3 mg/ml de 
albúmina por 8 días a 39.0 °C en atmósfera húmeda con 5% de CO2. Las tasas 
de segmentación obtenidas fueron: 40.0%, 45.4%, 47.5% y 36.0%; mórula: 25.6%, 
25.9%, 23.8% y 21.6%; y blastocistos: 12.2%, 7.4%, 7.9% y 5.0% para T1, T2, T3 y 
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grupo de control respectivamente. Con la exposición por 3 a 5 minutos en etanol 
se obtienen los mismos resultados de desarrollo embrionario que utilizando 
Ionomicina de Ca. El etanol puede utilizarse alternativamente al calcio para la 
activación química de ovocitos de alpaca.

 
Figura 4. A) Embrión partenogenético de alpaca de dos células. B) Mórula partenogenética de 

alpaca. C) Blastocisto partenogenético de alpaca.

Vargas et. al., (2012) evaluaron el efecto del tiempo de exposición en Ionomicina 
de Ca y en 6-DMAP para optimizar un protocolo de activación química de 
ovocitos de alpaca. El estudio se realizó en el laboratorio de Biotecnologías 
Reproductivas de la Universidad Nacional de Huancavelica, ubicado a 3680 
msnm. Ovarios de alpacas beneficiadas en el Camal de Huancavelica fueron 
utilizados para la aspiración folicular con una jeringa de 5 ml y aguja 21g. Los 
complejos ovocito-cúmulo (COCs) recuperados fueron madurados in vitro en 
TCM-199 suplementado con HEPES 25 mM, Piruvato de Na 0.2 mM, Sulfato de 
gentamicina 50 μg/ml, FSH 0.02 unidades/ml, Estradiol 17-β 1 μg/ml y Suero 
Fetal Bovino al 10% e incubados a 38.5°C en una atmósfera con 5% CO2 por 
espacio 22-24 horas. Luego, para eliminar las células del cúmulo que rodean al 
ovocito, los COCs fueron expuestos a SOF-HEPES con hialuronidasa al 0.1%. 
Los ovocitos fueron cultivados por 2, 3, 4 y 5 minutos en Ionomicina en un 
primer experimento y por 1, 2, 3 y 4 horas en 6-DMAP y 12,5 µM de Citocalasina 
en un segundo experimento, a 38.5°C en una atmósfera húmeda con 5% de CO2. 
Finalmente, los ovocitos fueron cultivados por 8 días en una incubadora con 5% 
de CO2 en gotas que contenían 40 uL de SOF-IVC con 3 mg/ml de albúmina. Los 
datos de desarrollo embrionario fueron registrados a los 2 y 8 días. Los resultados 
en el experimento 1 fueron: 30.4%, 45.7%, 39.3% y 27.0% de segmentación y 
2.8%, 7.9%, 5.7% y 1.9% de blastocistos para 2, 3, 4 y 5 minutos de exposición 
en ionomicina respectivamente, siendo mejor estadísticamente 3 minutos de 
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exposición en ionomicina. Los resultados en el experimento 2 fueron: 29.4%, 
38.7%, 47.0% y 39.8% de segmentación y 2.8%, 3.7%, 9.1% y 5.7% de blastocistos 
para 1, 2, 3 y 4 horas de exposición en 6-DMAP respectivamente, siendo mejor 
estadísticamente 3 horas de exposición en 6-DMAP. En conclusión, la exposición 
por 3 minutos en Ionomicina de Calcio y por 3 horas en 6-DMAP son los tiempos 
óptimos para la activación química de ovocitos de alpaca.

Activación química para evaluar ovocitos criopreservados/descongelados

Ruiz et al., (2009a) activaron químicamente ovocitos de alpaca posterior a 
la vitrificación/descongelación. Ovocitos de alpaca recuperados de ovarios 
obtenidos en el camal, fueron madurados in vitro por 25 horas en una cámara 
modular con 5% de O2, 5% de CO2 y 90% de N2 al aire en medio TCM-199 
suplementado con Piruvato de Na, HEPES, Sulfato de Gentamicina, FSH, 
Estradiol 17-β y suero fetal bovino. Después de la maduración, los ovocitos 
fueron separados de las células de la granulosa con hialuronidasa al 0.1%, y se 
dividieron en 3 tratamientos, TI: Ovocitos vitrificados. TII: Ovocitos expuestos 
a las soluciones de vitrificación. TIII: Ovocitos no vitrificados ni expuestos 
(frescos). Los ovocitos fueron vitrificados utilizando una solución de equilibrio 
con 4% de etilenglicol y una solución de vitrificación con 35% de etilenglicol, 
5% de polivinilpirrolidona y 4M de Trehalosa. Posteriormente los 3 grupos de 
ovocitos fueron cultivados en SOF-HEPES conteniendo 5 µM de ionomicina por 
4 minutos e inmediatamente después cultivados en gotas de 80 µl de SOF-IVC 
suplementado con 3 mg/ml de BSA, 2 mM de 6-DMAP y 12,5 µM de Citocalasina 
B por 3 horas en incubadora con 5% CO2. Posteriormente los ovocitos fueron 
cultivados por 8 días en incubadora con 5% CO2 en gotas con 40 µl SOF-IVC 
suplementado con 3 mg/ml de BSA. Se encontró 41.6%, 31.3 y 2.7% de ovocitos 
dañados luego de la vitrificación o de la exposición a la solución vitrificante. 
Las tasas de segmentación fueron: 39.9%, 49.5% y 62.4% para TI, TII y TIII 
respectivamente. Las tasas de blastocistos fueron: 0.0%, 0.0% y 9.2% para TI, TII 
y TIII respectivamente.

Ruiz et al., (2009b) evaluaron el efecto de la exposición a etilenglicol de ovocitos 
maduros de alpaca sobre el desarrollo de embriones partenogenéticos de 
alpaca. Ovocitos de alpaca recuperados de ovarios obtenidos en el camal, fueron 
madurados in vitro por 25 horas en incubadora con 5% CO2 en medio TCM-
199 suplementado con Piruvato de Na, HEPES, Sulfato de Gentamicina, FSH, 
Estradiol 17-β y suero fetal bovino. Después de la maduración, los ovocitos 

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



229

ACTIVACIÓN QUÍMICA DE OVOCITOS DE ALPACAS Y LLAMAS

fueron separados de las células de la granulosa con hialuronidasa al 0.1%. Los 
ovocitos que alcanzaron la metafase II fueron suspendidos en soluciones con 
0%, 2%, 4%, 6% y 8% de etilenglicol en solución base compuesta por TCM-199 
suplementado con 20% de suero fetal bovino y 50 µg/ml de sulfato de gentamicina. 
Posteriormente los ovocitos fueron cultivados en SOF-HEPES conteniendo 5 µM 
de ionomicina por 4 minutos e inmediatamente después cultivados en gotas de 
80 µl de SOF-IVC suplementado con 3 mg/ml de BSA, 2 mM de 6-DMAP y 12,5 
µM de Citocalasina B por 3 horas en incubadora con 5% CO2. Posteriormente los 
ovocitos fueron cultivados por 8 días en incubadora con 5% CO2 en gotas con 40 
µl SOF-IVC suplementado con 3 mg/ml de BSA. Se encontró 3.2%, 11.9%, 16.0%, 
22.2% y 22.8% ovocitos degenerados luego de la exposición a 0%, 2%, 4%, 6% 
y 8% de etilenglicol respectivamente. Se encontró 56.5%, 48.9%, 46.0%, 45.5% 
y 43.2% de segmentación (embriones de dos células) con 0%, 2%, 4%, 6% y 8% 
de etilenglicol respectivamente. Se encontró 5.8%, 5.2%, 5.4%, 5.7% y 5.2% de 
blastocistos con 0%, 2%, 4%, 6% y 8% de etilenglicol respectivamente. 

Fernández y Esteban (2010), evaluaron el efecto de diferentes niveles de 
etilenglicol y glicerol en el desarrollo de  embriones partenogenéticos de  alpacas. 
Se recuperaron 560 ovocitos de 140 ovarios de alpacas que fueron beneficiadas en 
el camal municipal de Huancavelica; los ovocitos fueron separados de las células 
del cúmulo agitándolos durante 2 minutos en una  solución de hialuronidasa al 
0.1%, después de 22-24 horas de maduración  in vitro fueron expuestos a 0%, 4%, 
6% y 8% de etilenglicol y glicerol respectivamente por 5 minutos, posteriormente 
fueron expuestos durante 4 minutos en 5 µM de ionomicina de Ca, luego se 
incubó por 3 horas en 2 mM de 6-DMAP y 12.5 µM de Citocalasina B a 38.5 
ºC en una atmósfera húmeda con 5% de CO2; finalmente los ovocitos fueron 
cultivados por 8 días (en incubadora con 5% CO2 ) en gotas con 40 µl de SOF-IVC 
suplementado con 3 mg/ml de albúmina. Las tasas de segmentación obtenidas 
fueron: 31.39%, 24.78%, 22.68% y 20.24%, en promedio de segmentación para 
0%, 4%, 6% y 8% de etilenglicol. Las tasas de mórulas obtenidas fueron: 18.71%, 
12.08%, 9.60% y 8.45% en promedio para 0%, 4%, 6% y 8% de etilenglicol, 
mientras en la exposición a glicerol no se obtuvo segmentación ni mórulas para 
ambos casos.

Ruiz et al., (2011) realizaron un estudio con el objetivo de evaluar el efecto de 
la concentración de etilenglicol sobre la viabilidad morfológica y fisiológica de 
ovocitos vitrificados/descongelados de alpaca. Los ovocitos de alpaca fueron 
madurados in vitro por 24-25 horas en estufa con 5% CO2. Posteriormente fueron 
vitrificados en microgotas sobre un papel de aluminio flotando en nitrógeno 
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líquido. Previamente los ovocitos fueron expuestos 12 minutos en una solución 
con 4% de etilenglicol (EG) y luego en soluciones con 25% (T1), 35% (T2) o 
45% (T3) de EG por 30 segundos. Las microgotas vitrificadas se almacenaron 
en nitrógeno líquido y fueron descongeladas 1-4 días después. También se 
expusieron ovocitos a 25% (TIV), 35% (TV) o 45% (TVI) de EG por 30 segundos, 
los cuales no fueron vitrificados (controles de toxicidad). Todos estos ovocitos 
y un grupo control (TVII) fueron activados químicamente exponiéndolos a 5 
µM de ionomicina de Ca por 4 minutos y luego cultivados 3 horas en 2 mM de 
6-DMAP y 12.5 µM de Citocalasina B  a 38.5 °C en una estufa con 5% CO2. Los 
posibles embriones se cultivaron por 8 días en medio SOF-IVC. Las tasas de 
sobrevivencia fueron 59.5%, 54.0%, 38.3%, 70.2%, 66.5%, 60.6% y 94.8%; las tasas 
de segmentación fueron: 27.6%, 34.7%, 11.7%, 49.1%, 47.3%, 38.7%, 51.1%; las 
tasas de blastocistos fueron: 0.0%, 2.9%, 0.0%, 8.3%, 10.5%, 4.2% y 17.1% para 
TI, TII, TIII, TIV, TV, TVI y TVII respectivamente. En conclusión se demostró 
que ovocitos de alpaca vitrificados/descongelados son morfológicamente y 
fisiológicamente viables, y que con 35% de etilenglicol se obtienen mejores tasas 
de desarrollo embrionario.

Activación química de embriones producidos por ICSI

Conde et al (2006, 2007), compararon el desarrollo de embriones producidos 
por ICSI con y sin activación química. Los embriones fueron activados con 
Ionomicina de Ca 0.5 µM por 10 minutos y 6-DMAP 2 mM por 3 horas. El semen 
fue colectado por electroeyaculación y fue incubado en 25% (v/v) en una solución 
de colagenasa a 37 ºC para reducir su viscosidad. Las tasas de división fueron 
36.0% y 7.4% con y sin activación química; y las tasas de blastocistos fueron 
44.4% y 50.0% (blastocistos/divididos) y 16.0% y 3.7% (blastocistos/ovocitos) 
con y sin activación química. Indican que a pesar de haber alcanzado una alta 
tasa de blastocistos con ICSI sin activación química y sin diferencias estadísticas 
con el tratamiento de activación química sugieren utilizar una mayor cantidad 
de ovocitos para determinar si realmente no hay diferencias estadísticas con y 
sin activación química debido al poco número de ovocitos que no recibieron 
estimulación química. 

Sansinema et al (2007) evaluaron diferentes tratamientos de activación de 
embriones producidos por ICSI: A) sin activación, B) activados solo con 
ionomicina y C) activados con Ionomicina y 6-DMAP. Los espermatozoides 
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fueron recuperados de la vagina de llamas hembras colocando un especulo y 
aspirando el eyaculado con un catéter plástico conectado a una jeringa de 20 ml  
después de permitir la cópula de un macho de fertilidad comprobada. Las tasas de 
segmentación a las 36 horas fueron 29%, 33% y 63% para A, B y C con diferencias 
significativas a favor de C. Las tasas de embriones de 4-8 células después de las 
48 horas fueron 7%, 13% y 38% para A, B y C con diferencias estadísticas a favor  
de C. Estos resultados evidencian que los embriones producidos por ICSI en 
llamas requieren de un tratamiento de activación química. 

CONCLUSIONES

Es posible el uso de la activación química para producir embriones 
partenogenéticos de alpacas y llamas y para producir embriones por ICSI en 
llamas. Es necesario mayores estudios para obtener un protocolo para activar 
embriones producidos por transferencia nuclear en camélidos sudamericanos. 
El protocol óptimo para activar embriones partenogenéticos de alpacas es 0.5 µM 
de ionomicina de Ca por 3 minutos de exposición y luego 3 horas de exposición 
en 2 mM de 6-DMAP y 12.5 µM de Citocalasina B. Se puede usar el etanol al 5% 
por 3-5 minutos alternativamente para activar ovocitos de alpacas. 
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CAPÍTULO XI

CONOCIENDO A LAS CÉLULAS MADRE 
ESPERMATOGONIALES DE ALPACA

Martha Valdivia Cuya

RESUMEN

E
n esta revisión se evalúan las estrategias de identificación de las células 

madre espermatogoniales mediante marcadores moleculares y de 

moléculas de reconocimiento localizados en la superficie de las membranas 

de estas células mediante PCR o con evaluación a través de citometría de flujo 

laminar.  Observándose marcadores que se conservan entre las especies, pero 

otros marcadores especie-específicos.  Asimismo, existen otras estrategias como 

el cultivo de células in vitro o la conservación de células madre espermatogoniales 

a bajas temperaturas, donde se observa la proliferación de las células madre 

espermatogoniales o de la conservación de las células madre espermatogoniales 

mediante criopreservación. 
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INTRODUCCIÓN

L
as células madre son células que poseen una alta capacidad de 

autorrenovación durante largos periodos de tiempo y son capaces de iniciar 

la diferenciación celular, fueron observadas inicialmente en embriones 

preimplantacionales (Zeng X et al., 2004; Cauffman G et al., 2004; Ullmann 

U et al., 2006; Blum B & Benvenisty N 2007; Atlasi Y et al., 2008) y han sido 

caracterizadas mediante el uso de herramientas moleculares y de reconocimiento 

de moléculas de superficie celular, como es el caso del reconocimiento de 

epítopes de glicano  (α-N acetilgalactosamina) en la superficie celular de células 
madre embrionarias en murinos por la acción de Dolichus biflorus aglutinin  

(Nash., 2007). La disminución de este glicano en la superficie celular es el primer 

indicio que la diferenciación celular se ha iniciado, proponiendo a DBA como 

una herramienta útil y valiosa para discriminar a las células pluripotentes de 

las que han iniciado la diferenciación celular temprana.  En el testículo adulto 

las células troncales o también denominadas células madre espermatogoniales 

(“Spermatogonial stem cells”) fueron identificadas inicialmente  durante el estudio 

de la espermatogénesis humana (Clermont Y 1963, 1966a, 1966b; Clermont Y & 

Bustos E 1966) y de rata (Clermont 1966) y caracterizadas como células troncales 

presentes en las asociaciones celulares del ciclo del epitelio germinal.   

Las células troncales están presentes en las células de cordón umbilical, así como 

en órganos diferenciados, siendo el testículo uno de ellos; en este órgano se les 

denomina células madre espermatogoniales y poseen características semejantes 

a las células madre embrionarias en estado de blastocisto (Thomson JA et al., 

1998).  En el testículo,  las células troncales o células madre son denominadas 

células madre adultas y están presentes en un microambiente o nicho al interior 

del túbulo seminífero cuya regulación mediante señales  endocrinas, paracrinas 

y autocrinas hace que este tipo celular mantenga las características de ser 

las responsables de mantener la fertilidad masculina en el individuo adulto 

(Garbuzov, A., et al., 2018).  Se ha descrito la presencia SSC en el testículo de  

varias especies de mamífero como en:  en ratones (Wu X et al., 2009), cerdos 

(Ogawa H, et al., 2000; Zheng Y et al., 2013), perros (Lee  KH et al., 2016), toros 

(Zhang Z et al., 2008), caballos (Dobrinski I, 2005), felinos domésticos (Vansandt 

LM et al., 2016), mono Rhesus (Oatley JM & Brinster RL 2008), en primates no 

humanos (Nagano M et al, 2001; Fayomi A & Orwig 2018) y en humanos (Sadri-

Ardekani H et al., 2009; Dym M et al., 2009).  
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Las SSC están presentes en cantidad reducida en los túbulos seminíferos 

de animales adultos. Se estima que, solo el 0,03% de la población de células 

corresponde a SSC en relación al resto de tipos celulares, que se encuentran 

en citodiferenciación en el testículo del ratón adulto (Tagelenbosch RA & de 

Rooij DG (1993), Vansandt LM et al., 2016), siendo el balance entre las SSC en 

autorrenovación y las de diferenciación celular lo que garantiza la fertilidad 

masculina (Ryu B-Y et al., 2005). Las SSC pueden conservar y transmitir 

información genética a la siguiente generación por lo que identificarlas y 

conservarlas sería una valiosa herramienta para la conservación biotecnológica 

de la fertilidad humana, de una especie silvestre o de una especie de importancia 

comercial, como en el caso de las alpacas.

Las SSC pueden ser identificadas por marcadores moleculares como: PGP9.5, 

CD90, GFR α1, DBA, VASA, NANOG, POU5F1, ITGA6, ZBTB16 (Zheng Y et al., 
2014

; 
Savvulidi, F et al., 2019) e integrina B1 y Alfa 6, Figura 1 (Shinohara et al., 

1999; Krebsbach, P & Villa-Diaz L, 2017).

El gen de la proteína 9.5 (PGP9.5); también conocido como UCHL1 corresponde 

a una ubiquitina hidrolasa carboxilo-terminal L1, se expresa exclusivamente 

en células germinales pre-meióticas masculinas. Por otra parte; el gen timocito 

antígeno diferenciador del cluster de diferenciación 90 (CD90) también conocido 

como THY1 reconoce a las SSC convirtiéndose en un marcador óptimo para 

las espermatogonias de animales domésticos.  GFR α1 - receptor de la familia 
GDNF α1 involucrado en el establecimiento del nicho de las SSC.  VASA, 
también conocido como polipéptido 4 de caja muerta o DDX4, NANOG, factor 

de transcripción relacionado con la pluripotencia de las células madre, POU5F1 

(también conocido como Oct3/4 o Dominio POU clase 5 que es un factor de 

transcripción relacionado con la pluripotencia de las células madre (Sá R et 

al., 2013). DAZL es una proteína localizada en el núcleo de la espermatogonia, 

ITGA6 - Subunidad de integración Alpha 6, proteína, marcador molecular 

SSC de mamífero y la sonda Dolichus biflorus agglutinin (DBA) la cual reconoce 

a los residuos altamente expresados de N acetilgalactosamina presentes en 

la superficie de las membranas en las SSC. Las SSC de bovino son reconocidas 

mediante inmunoquímica por PLZF (conocido también como ZBTB16), PGP9.5 

(conocido también como UCHL1), CD90 (conocido también como THY1), GFR 

α1, DBA, VASA (conocido también como DDX4). NANOG, POU5F1 (conocido 
también como Oct3/4). Dominio POU, ITGA6; las SSC de porcino son reconocidas 

mediante inmunoquímica por PLZF (conocido también como ZBTB16), PGP9.5 
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(conocido también como UCHL1), CD90 (conocido también como THY1), VASA 

(conocido también como DDX4); las SSC de carnero son reconocidas por PLZF 

(conocido también como ZBTB16), PGP9.5 (conocido también como UCHL1), 

CD90 (conocido también como THY1), DBA y VASA.  Las SSC de equino son 

reconocidas mediante inmunocitoquímicamente  por PLZF (ZBTB16), GFR α1 y 
DAZL (Savvulidi, F et al., 2019).

Nuestros estudios han logrado la identificación de las SSC en alpacas adultas 

luego de realizar un cultivo diferencial in vitro de las células espermatogoniales 

aisladas provenientes de testículos de machos adultos. En estos cultivos se 

realizó mediante análisis de PCR la identificación de la presencia de SSC 

mediante la expresión de Integrina β1 y PLZF (Valdivia et al., 2019a).  Por otra 
parte, se ha logrado identificar a la Integrina β1 como marcador molecular 
específico en la superficie de las SSC de ratón que al ser transferidas produjeron 

espermatogénesis completa, demostrando su función biológica como SSC 

(Shinohara T et al., 1999).  Además, se ha demostrado que la integrina β1 está 
relacionada con el reconocimiento del nicho “homing” de las SSC en el testículo 

(Kanatsu-Shinohara M et al., 2008). 

  

Figura 1. Marcadores moleculares de células madre espermatogoniales modificado de 
Savvulidi, F et al., 2019.
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Por otro lado, los marcadores moleculares Zbtb16 e  integrina β1 son marcadores 
de autorrenovación por lo que  son importantes en la caracterización de las SSC 

de alpacas (Valdivia M et al., 2019a, Savvulidi, F et al., 2019).  Asimismo, las 

SSC de alpaca se han identificado mediante el uso de Dolichus biflorus agglutinin 

(DBA) lectina que reconoce a los residuos de  α–N– acetilgalactosamina 
(GalNAc) presentes en alta concentración en las SSC, disminuyen en las células 

que inician diferenciación y están ausentes en las células diferenciadas  (Nash et 

al., 2007) en aislados de células espermatogoniales de alpacas adultas  mediante 

citometría de flujo. DBA por su capacidad de reconocer a los residuos de 

α–N– acetilgalactosamina (GalNAc) altamente reactivos en la superficie de las 
membranas plasmáticas de las SSC observadas en varias especies (Izadyar F et 

al.,2002, (Escada-Rebelo S et al., 2016; Nash R et al., 2007; Park Mh et al., 2018).   

Mediante el uso de este fluorocromo DBA conjugado a FITC hemos 

podido observar mediante citometría de flujo a tres poblaciones de células 

espermatogoniales redondas que son reconocidas con distinta intensidad al 

fluorocromo de  DBA-FITC y son descritas como sigue: fuertemente positivas 

“strongly DBA positive” (sDBA+), las células que han iniciado la citodiferenciación 

temprana se definen como débilmente positivas al DBA y se describen como 

wDBA+ “weakly positive DBA”  y las células redondas negativas a DBA- “DBA 

negative” que corresponden a células diferenciadas ya que pierden los residuos 

de α–N– acetilgalactosamina (GalNAc).  Ver tabla N°1.

Tabla 1. Caracterización de las poblaciones de células redondas 

espermatogoniales evaluadas mediante DBA-FITC (Valdivia et al., 2019) 

Observación al citómetro Caracterizada como: Corresponde a:

Strongly DBA+(sDBA)
Célula madre 

espermatogonial

Weakly positive DBA 
(wDBA+)

Célula redonda 
espermatogonial en 

diferenciación temprana

Negative DBA  (DBA)
Célula redonda 

espermatogonial 
diferenciada
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En las muestras aisladas provenientes de alpacas macho adultas se observó que 

el DBA logró discriminar entre las SSC y las otras células redondas presentes en 

el testículo adulto; observándose que el 4,44±0,68% son fuertemente marcadas 

con el DBA y corresponden a SSC de alpaca descritas como fuertemente positivas 

y descritas como strong positive DBA descrita como (sDBA+), el 37,44±3,07% de 

células redondas débilmente positivas a las que denominamos weakly positive a 

DBA (wDBA+) que corresponden a células en diferenciación temprana y el 54,12 

± 3,18% de las células redondas negativas a DBA como diferenciadas (Valdivia 

et al., 2019ª).

 

El marcador DBA-FITC usado mediante citometría ha permitido la identificación 

de las células madre espermatogoniales de alpaca.  Usando esta caracterización 

se analizó la capacidad proliferativa de las SSC en cultivo in vitro con dos medios 

DMEM y STEM PRO. Al inicio las SSC fueron el 4,16% y luego de 14 días de 

cultivo se incrementaron a 42.28% en el medio DMEM y a 47.09% en medio 

STEMPRO.  No mostrando diferencia significativa entre ambos medios (p>0,05).  

En cambio si se observa diferencia significativa entre las muestras iniciales y 

luego del cultivo proliferativo (p<0,05).  Los resultados sugieren que ambos 

medios de cultivo son apropiados para la proliferación In vitro de las células 

madre de alpacas (Valdivia M et al., 2019b).

Por otro lado, se ha logrado congelar termo-controladamente a las células madre 

espermatogoniales proveniente de animales adultos tanto en forma aislada así 

como en forma de fragmentos del tejido testicular de alpacas, diseñando medios 

y protocolos de criopreservación con la finalidad de conservar las células madre 

espermatogoniales de la alpaca del Perú (Valdivia M 2019).  Asimismo, hemos 

desarrollado congelamiento termocontrolado de células madre en forma aislada 

pre y post proliferación celular mediante cultivo in vitro.  Se ha observado que es 

mejor conservar las células posteriormente  a un periodo de proliferación celular 

ya que al descongelarlas se muestra un porcentaje semejante a una muestra no 

congelada. (Valdivia et al., 2019c). Las SSC son importantes recursos genéticos, 

que deben ser conservadas mediante criopreservación a -196°C con la finalidad 
de lograr la conservación de las características importantes de las alpacas 

peruanas.
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CONCLUSIÓN

Es posible caracterizar las células madre espermatogoniales de alpaca desde 

animales adultos y manejarlas mediante cultivo celular de proliferación y 

diferenciación celular; así como conservarlas mediante criopreservación.
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CAPÍTULO XII

PROCESOS DE REPRODUCCIÓN DE CAMÉLIDOS 
SUDAMERICANOS EN EL ECUADOR

Luis Chicaiza y Edwin Pino

RESUMEN

E
l camélido sudamericano se desarrolla como sistemas de crianza en 

las comunidades campesinas con el objetivo de conservación de los 

páramos, sin una motivación de las instituciones involucradas en el 

sector agropecuario, disminuyendo paulatinamente la explotación de esta 

especie al no contar con la información o datos para mejorar la situación, el 

sector educativo por medio de dos universidades la ESPOCH y la Universidad 

Técnica de Cotopaxi se han involucrado en realizar investigaciones sobre la 

conducta  de la alpaca, el comportamiento reproductivo del macho, valoración 

de tres métodos de extracción de semen, evaluación de las características 

macroscópicas y microscópicas de semen fresco, colección de semen en alpacas 

macho por electroeyaculador ajustado a 2 voltajes, y temas en la aplicación de 

biotecnologías de la reproducción en camélidos sudamericanos como evaluación 

de la crioconservación de ovocitos en llamas (Lama glama) en el laboratorio de 

Biotecnología de la Reproducción Animal de la Carrera de Medicina Veterinaria 

de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

Todos los temas como desarrollo de trabajo de grado, trazando una política 

de investigación y transferencia de tecnología de los conocimientos científicos, 
contribuyendo al desarrollo de capacidades de las comunidades cuyo objetivo 

es incrementar la productividad, concluyendo que el semen de alpaca colectado 

por el método de electro eyaculación se obtuvo un volumen promedio de 1.10 

ml, y los ovocitos obtenidos después de súper ovulación son morfológicamente 

aptos para vitrificación ya que están en grado uno y se encuentran en metafase 
dos.
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INTRODUCCIÓN

L
os camélidos sudamericanos son especies muy importantes en la 

economía de los pobladores de las comunidades alto andinas, por 

constituir una fuente de carne, fibra y trabajo, se desarrolla en condiciones 
de comunidades campesinas; pero la producción y productividad es muy baja. 

Hay dos ambientes naturales adecuados para la cría de alpacas en el Ecuador: 

los páramos y subpáramos; y los pastos naturales y mejorados, en el país no 

existen datos sobre la capacidad de carga de la alpaca en los varios ambientes 

disponibles. Sin embargo, en base de la experiencia empírica con alpacas 

chilenas y peruanas importadas, y datos de otros países andinos, se puede 

anticipar que en el páramo la carga sería de 1,2 a 2,0 alpacas por hectárea. Esta 

variación de cargas, refleja las diferencias en productividad de pasto, en función 
de variaciones en temperatura y altitud, exposición, precipitación, y fertilidad 

del suelo. En pastos artificiales y naturales a menor altura que el páramo se 
puede esperar una carga de 4 a 9 alpacas por hectárea.

Se han introducido alpacas a nuestro país desde el año 1985, por criadores 

particulares como Santiago Matheus y Stuart White; introdujo un grupo de 

90 alpacas, en convenio con el Ministerio de Agricultura de Azuay, en octubre 

de 1985. Santiago Matheus importó alpacas desde Ayaviri – Puno en 1992, con 

el aval del presidente Fujimori, posterior a la elección de Sixto Duran Ballén, 

pero anterior a su posesión en agosto de ese año. Se sumaron introducciones 

en la ESPOCH y el Contralmirante Dueñas en la década de los 90. Instituciones 

como la Fundación Heifer Ecuador, el Ministerio de Agricultura, Ganadería, 

Acuacultura y Pesca (MAGAP).

Según la FAO en el Ecuador existe una población de 6638 alpacas, en la 

Provincia de Cotopaxi existen 3493 alpacas, sin embargo, en el censo realizado 

por la Universidad Técnica de Cotopaxi y publicado por Chicaiza et. al 2017 en 

el libro Sistematización de Experiencias Productivas en Crianza de Alpacas, se 

determina una población total de alpacas de 1324, demostrando la falta de interés 

en el manejo y explotación de esta especie en la provincia, por la disminución 

significativa del número de animales. 

Las limitaciones en referencia a biotecnologías reproductivas en camélidos 

sudamericanos es compensado  en investigaciones para mejorar los niveles de 

producción y productividad, tomando en cuenta que los pequeños productores 
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desarrollan una crianza tradicional. Iniciando trabajos en la Escuela Superior 

Politécnica de Chimborazo y  Universidad Técnica de Cotopaxi. 

PROBLEMÁTICA

La extracción de semen con vagina artificial tiene el inconveniente de que los 
machos requieren ser entrenados y algunos no aceptan fácilmente el maniquí. La 

recolección de semen en camélidos es uno de los principales factores limitantes 

para el desarrollo de biotecnologías reproductivas como inseminación artificial 
tanto en alpacas como en llamas, así como para la evaluación de la capacidad 

reproductiva de los machos por lo cual es necesario diseñar técnicas de colección 

de semen adecuadas para dichas características.

En el Ecuador se ha iniciado el estudio relacionado a la reproducción de 

los camélidos sudamericanos a pesar de la falta de apoyo de las entidades 

gubernamentales y de los propios criadores. Sin embargo, desde las universidades 

por medio de los trabajos de grado se ha logrado realizar algunas tesis basadas 

en la teoría y protocolos de estudios realizados en otros países especialmente en 

el Perú, en temas como extracción de semen, comportamiento reproductivo del 

macho y aplicación de biotecnologías, observando un comportamiento diferente 

de los animales debido al sector en el que se encuentra y a la poca colaboración 

de los productores.

1.- Comportamiento Reproductivo del Macho en la Provincia de Cotopaxi
Las particularidades del eyaculado de estas especies son: la alta filancia, 
elevada viscosidad estructural y presencia de movilidad espermática oscilatoria 

que están determinadas por el plasma seminal (PS). A pesar de los múltiples 

reportes acerca del rol del plasma seminal en la fisiología reproductiva de estas 
especies, pueden existir efectos a nivel espermático aún no dilucidados. En 

trabajos realizados por la Universidad Politécnica de Chimborazo Facultad de 

Ciencias Pecuarias en el tema: valorización de tres métodos de extracción de 

semen en camélidos sudamericanos se concluye que al valorar los tres métodos 

de extracción de semen en camélidos sudamericanos (Vicugna pacos), el método 

de extracción seminal en el que mayor adaptación y respuesta se obtuvo fue 

con el método de la vagina artificial con maniquí en comparación con los dos 
métodos restantes, electroeyaculador y colectado directamente del conducto 

deferente donde no se obtuvieron resultados positivos.

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



252

Luis ChiCaiza y Edwin Pino

La evaluación de las características macroscópicas y microscópicas de semen 

fresco de alpacas en la estación experimental Aña Moyocancha de la Universidad 

Técnica de Cotopaxi, se observó que con la aplicación de oligoelementos mejora: 

el volumen, concentración, motilidad, vitalidad espermática y reducción 

considerable de anormalidades en la cabeza, cuello y cola de los espermatozoides 

en los eyaculados de alpacas macho tratadas con oligoelementos durante la 

etapa reproductiva.

Colección de semen en alpacas macho por electroeyaculador ajustado a 2 
voltajes.

La investigación se desarrolló en el Centro Experimental Salache CEASA, 

Laboratorio de Biotecnología de la Reproducción de la Carrera de Medicina 

Veterinaria de la Universidad Técnica de Cotopaxi. Las variables en estudio 

fueron: Concentración espermática, motilidad individual, motilidad en masa y 

mortalidad. Con dos protocolos de extracción de electroeyaculación.

Protocolo 1
Varios estímulos de 10 voltios, mediante intervalos de 3 – 5 segundos, en donde 

se llegó al voltaje deseado, los estímulos fueron alrededor de 4 – 8 minutos el 

semen obtenido por este método fue de un volumen de 1.0 ± 0.5ml.

Protocolo 2
Varios estímulos de 12 voltios, mediante intervalos de 3 – 5 segundos, en donde 

se llegó al voltaje deseado, los estímulos fueron alrededor de 4 – 8 minutos el 

semen obtenido por este método fue de un volumen de 1.5 ± 0.9 ml y se realizó 

la valoración de las características macro y microscópicas del semen.

     Imagen 1.  Desenvaine del pene                      Imagen 2.   Electroeyaculación      

                                                 

                                
Fuente: Masabanda E. Chicaiza A. 2019
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          Imagen 3.   Electroeyaculador                       Imagen 4.   Semen colectado

Fuente: Masabanda E. Chicaiza A. 2019

                                      

Tabla 1. Evaluación macroscópica del eyaculado a 10 voltios.

Macho Volumen (ml) Color Olor Ph

Sin arete 0.5 Blanco cristalino Propio 7

0790 0.7 Blanco cristalino Propio 7

3237 0.8 Blanco cristalino Propio 7

0814 1 Blanco cristalino Propio 7

Elaborado por: Masabanda E. Chicaiza A. 2019

Tabla 2. Evaluación macroscópica del eyaculado a 12 voltajes

Macho Volumen (ml) Color Olor Ph

Sin arete 0.6 Blanco cristalino Propio 7

0790 1 Blanco cristalino Propio 7

3237 1.3 Blanco cristalino Propio 7

0814 1.5 Blanco cristalino Propio 7

Elaborado por: Masabanda E. Chicaiza A. 2019
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Tabla 3. Evaluación microscópica de eyaculado diluido con AndroMed a 10 

voltajes

N° 
animal

Macho
Concentración 

x106 Motilidad Mortalidad
Morfo 

anomalías

Masal (%) Individual (%) (%)

1 Sin arete 0,5 65% Regular 30 20

2 0790 1 80% Bueno 20 15

3 3237 2 90% Muy bueno 10 5

4 0814 1 90% Muy bueno 10 10

X =1,12 X =81,25 X =20 X =12,50

Elaborado por: Masabanda E. Chicaiza A. 2019

Tabla 4. Evaluación de las características microscópicas del eyaculado diluido 

con Andromed a 12 voltajes 

Macho
Concentración 

x 106 Motilidad Mortalidad Morfo anomalías

Masal (%) Individual (%) (%)

Sin arete 0,5 60% Regular 30 25

0790 1 80% Bueno 15 12

3237 2 90% Muy bueno 5 6

0814 1 90% Muy bueno 10 12

X =1,12 X =80% X =15 X =13,75

Elaborado por: Masabanda E. Chicaiza A. 2019

Conclusiones

El semen de alpaca colectado por el método de electro eyaculación en el primer 

tratamiento presentó un volumen promedio de 0.75 ml, mientras que en el 

segundo tratamiento se obtuvo un volumen promedio de 1.10 ml, observando 

así que el mayor volumen se obtuvo en el segundo tratamiento, el color de semen 

obtenido por el método de electro eyaculación (blanco cristalino).

2.-Aplicación de Biotecnologías de la Reproducción en Camélidos 
Sudamericanos
Se han realizado diferentes investigaciones en países como Perú y Chile; 

desarrollando alternativas en cuanto al avance de biotecnologías de la 
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reproducción como la inseminación artificial, la transferencia de embriones, 
desarrollo de protocolos de fecundación in vitro y criopreservación de material 

genético. Dando resultados favorables para la repoblación de camélidos 

sudamericanos en vista de ello se realizó esta investigación para incrementar 

bases bibliográficas en el Ecuador.

2.1.- Evaluación de la crioconservación de ovocitos en llamas (Lama glama) 
en el laboratorio de biotecnología de la reproducción animal de la Carrera de 
Medicina Veterinaria de la Universidad Técnica de Cotopaxi.
La crioconservación del material genético de camélidos sudamericanos es 

una alternativa para preservar y mejorar las diferentes especies de camélidos 

existentes en el país; esto ayuda a garantizar la calidad genética en el tiempo 

para experimentación y optimización reproductiva de la especie. La crio 

conservación del ovocito de llama se realizó aplicando la técnica de vitrificación 
que es un proceso rápido y sencillo. Las llamas donantes fueron superovuladas 

con el fin de obtener la mayor cantidad de ovocitos en metafase II; ya que el 
objetivo primordial de este trabajo fue el mejoramiento genético y repoblación 

de camélidos sudamericanos (Lama glama), así como evaluar la crioconservación 

de ovocitos.

Los resultados obtenidos fueron 20 ovocitos recolectados y 16 ovocitos 

vitrificados; para establecer confianza de la técnica de vitrificación se observó la 
viabilidad de los ovocitos congelados, la cual se realizó descongelando el 5% del 

total de la muestra. 

Con ello se pudo concluir que la técnica de vitrificación es apropiada para 
crioconservar los ovocitos ya que no hubo ningún cambio en la morfología del 

ovocito teniendo así un 100% de viabilidad. 

   

Total de ovocitos analizados en el laboratorio.

Cuadro 1.  Total de Ovocitos  

El cuadro muestra el total de ovocitos encontrados en cada uno de los  ejemplares, 

los ovocitos y vitrificados de igual manera la calificación de los ovocitos que 
se basa en el aspecto del complejo ovocito cumulus que rodea al ovocito se 

encuentra un cumulus con capas múltiples, compacto pero translúcido además 

de un Ooplasma con granulación fina, densa y uniforme  y cumulus ligeramente 
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expandido, con menor número de capas que pueden cubrir la mitad de la zona 

pelúcida, granulaciones ligeramente más gruesas.

Especie
Ejemplar  

1
Califi cación

Ejemplar 
2

Califi cación
Ejemplar 

3
Califi cación

Ovarios 2 2 2

Ovocitos 
recuperados 

8 9 3

Ovocitos en 
metafase II

8 Buena 8 Buena 2 Buena

Ovocitos 
Vitrifi cados 7 7 2

Total de 
ovocitos 
almacenados 

7 7
2

Elaborado por: Sánchez J. Pino E. 2013

Gráfi co 1. Total de ovocitos

Representación gráfi ca del total de la muestra de ovocitos encontrados en cada 
uno de los ovarios de los ejemplares (Camélido sudamericano Llama), donde 

se evidencia que en los  6 ovarios se pudo encontrar 20 ovocitos de los cuales 

18 se encontraban en metafase II con todas sus estructuras bien defi nidas zona 
pelúcida intacta y un citoplasma homogéneo y 16 ovocitos vitrifi cados con 
características ideales. 

Elaborado por: Sánchez J. Pino E. 2013

2 2 2

8 8

2

7 7

2

7 7

2

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Ejemplar 1 Ejemplar 2 Ejemplar 3

Total de ovocitos 

Ovarios Ovocitos en metafase II Ovocitos vitrificados Total de ovocitos almacenados

ARCHIV
O S

OLO
 P

ARA V
IS

UALIZ
ACIÓ

N D
IG

ITA
L



257

Procesos de reProducción de camélidos sudamericanos en el ecuador

Tabla  5.  Calificación de ovocitos recuperados
Se puede observar  el total de ovocitos encontrados, la calificación en grados, 
donde 17 ovocitos se encuentran en grado uno ya que el cumulus está con 

capas múltiples, cumulus compacto, la totalidad el COC es clara y transparente 

un citoplasma homogéneo y un cumulus como 1 o algo más oscuras y menos 

transparente; así como 2 ovocitos en grado dos ya que se observa un ooplasma 

con granulación más gruesa y oscura en la periferia y cumulus menos compactos, 

más oscuros que en 1 o 2 además de un ovocito grado uno ya que estaba con 

cumulus expandidos.

OVOCITOS LLAMAS INDICADORES

Ovocito grado 1 17

Ovocito grado 2 2

Ovocito grado 3 1

Total de ovocitos encontrados 20

Elaborado por: Sánchez J. Pino E. 2013

Imagen 5. Ovarios recuperados 
Se pueden observar los ovarios recuperados de los ejemplares en estudio después 

de ser sometidos a superovulación.

  

Fuente: Sánchez J. Pino E. 2013
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Imagen 6. Vitrificación de ovocitos 

   

Fuente: Sánchez J. Pino E. 2013

Imagen 7.  Viabilidad de ovocitos

En la imagen se puede observar la integridad del ovocito post descongelación en 

el cual se identifica un citoplasma homogéneo y zona pelúcida intacta. 
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Fuente: Sánchez J. Pino E. 2013

CONCLUSIONES
• Los ovocitos obtenidos después de súper ovulación son morfológicamente 

aptos para vitrificación ya que están en grado uno y se encuentran en metafase 
dos.

• Los hallazgos de este estudio indican que la crioconservación de ovocitos 

en llamas mediante la técnica de vitrificación es adecuada para preservar el 
material genético. 

• Los ovocitos están en condición aceptable después de la vitrificación, sin 
ningún daño en sus estructuras.
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