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RESUMEN

La aplicacion de biotecnologias reproductivas requiere cantidades significantes de ovocitos
maduros viables; sin embargo, existen pocos estudios utilizando indicadores de calidad
ovocitaria. Por lo tanto, el objetivo de investigacion fue determinar la influencia de los
medios de maduracion y proporcion hormonal en el fluido folicular sobre la competencia de
ovocitos de alpaca in vitro. Los ovarios de alpaca (n = 58) se obtuvieron del matadero, se
transportaron al laboratorio en termos con solucién salina a 33-36 °C y se sometieron a
aspiracion folicular. El liquido folicular aspirado segun diametro folicular fue centrifugado
y almacenado a -20 °C hasta determinar las concentraciones hormonales mediante ELISA.
Por otro lado, se obtuvieron un total de 532 ovocitos. Los ovocitos fueron seleccionados,
aleatorizados y distribuidos en uno de los dos grupos experimentales (Medio de maduracién
1 (MM1) y Medio de maduracién 2 (MMZ2)) con tres repeticiones por experimento. La
maduracion in vitro se llevé a cabo en una incubadora portéatil durante 40 h en condiciones
de 5% de CO2 (producido por granulos efervescentes) y 38,5 °C (por bafio termostatico). La
maduracion nuclear se evalu6 mediante tincion con acetato de orceina, la maduracion
citoplasmatica mediante tincion con azul de cresilo brillante (BCB), la apoptosis mediante
la tincion anexina V/IP y la morfometria mediante Image J Software. La maduracion nuclear
se clasifico segun la etapa meidtica. La maduracion citoplasmatica se clasificdé por la
presencia (BCB+) o ausencia (BCB-) del BCB. La apoptosis se midio segun la intensidad de
fluorescencia (%). La morfometria se evalu6 midiendo el diametro, espesor de la zona
peldcida y el area del espacio perivitelino del ovocito. Los resultados de las concentraciones
hormonales fueron 3115,34 + 940,35 pg/ml para estrégeno (E2), 827,45 + 419,44 pg/ml para
progesterona (P4), 5,88 + 5,57 ng/ml para testosterona (T2) y 1,10 + 0,48 ng/ml para la
hormona antimilleriana (AMH), encontrando correlaciones positivas entre las
concentraciones de E2 y P4 (r = 0,099; P = 0,772), E2 y T2 (r = 0,574; P = 0,065), E2 y
AMH (r =0,180; P = 0,618), P4 y T2, (r = 0,091; P = 0,790) T2 y AMH (r = 0,192; P =
0,413), pero correlacion negativa entre P4 y AMH (r = -0,265; P = 0,459). Los niveles de E2
en el liquido folicular estan en el rango informado por otros investigadores. En foliculos

mayores de 15 mm se encontraron niveles bajos de E2 y T2. Las concentraciones de P4 en



el liquido folicular a los diferentes diametros foliculares no fueron diferentes (P>0.05); lo
mismo, se observo para los niveles de AMH en el liquido folicular que no fueron diferentes
entre foliculos de diferente didmetro (P>0.05). Ademas, se encontraron proporciones altas
de E2/P4 y bajas de E2/T2 en foliculos que oscilaban entre 4 y 10 mm. La tasa de maduracién
nuclear en metafase 11, no muestran diferencias significativas (P=0.088) entre MM1 (46.08
+ 5.90 %) y MM2 (54.65 + 3.00%). La tasa de maduracion citoplasmatica de MML1 (67,78
+ 4,50 %) fue significativamente menor comparado con MM2 (77,61 + 3,58) % (P = 0,014).
Los resultados de la anexina V mostraron diferencias significativas (P = 0,0057) entre MM1
(51,95 + 33,23) % y MM2 (12,95 + 2,34) %; mientras, los resultados de ioduro de propidio
en MM1 (16,57 + 6,98) % y MM2 (15,81 + 3,06) % no presentaron diferencias significativas
(P = 0,8124). Para el didmetro del ovocito, MM1 (133,42 + 14,56 um) y MM2 (136,14 +
15,2 pum) no fueron significativos (P=0,397), lo mismo para el grosor de la zona pelicida,
MMI1 (16,84 + 3,96 um) y MM2 ( 16,73 + 4,98 um) no fueron diferentes (P = 0,919); sin
embargo, el area del espacio perivitelino, MM1 (11018.91 + 2465.40 um?) y MM2 (8686.18
+ 3016.88 pum?) presentaron diferencias significativas (P=0.0005). Se concluye que los
ovocitos entre 4 y 10 mm podrian ser adecuados para el cultivo in vitro; ademas, el medio
de cultivo MM2 presenta mejores resultados para la obtencion de ovocitos viables.

Palabras clave: Alpaca, hormonas reproductivas, maduracion in vitro, ovocitos viables.



ABSTRACT

The application of reproductive biotechnologies requires significant amounts of viable
mature oocytes; however, there are few studies using indicators of oocyte quality. Therefore,
the research objective was to determine the influence of the maturation media and hormonal
ratio in the follicular fluid on the competence of alpaca oocytes in vitro. Alpaca ovaries (n =
58) were obtained from the slaughterhouse, transported to the laboratory in thermos with
saline solution at 33-36 °C and subjected to follicular aspiration. The follicular fluidaspirated
according to follicular diameter was centrifuged and stored at -20 °C until hormone
concentrations were determined by ELISA. On the other hand, a total of 532 oocytes were
obtained. The oocytes were selected, randomized and distributed in one of the two
experimental groups (Maturation Medium 1 (MM1) and Maturation Medium 2 (MM2)) with
three repetitions per experiment. In vitro maturation was carried out in a portable incubator
for 40 h under conditions of 5% CO2 (produced by effervescent granules) and 38.5 °C (by
thermostatic bath). Nuclear maturation was assessed by orcein acetate staining, cytoplasmic
maturation by brilliant cresyl blue (BCB) staining, apoptosis by annexin V/PI staining, and
morphometry by Image J Software. Nuclear maturation was classified according to the
meiotic stage. Cytoplasmic maturation was classified by the presence (BCB+) or absence
(BCB-) of the BCB. Apoptosis was measured according to fluorescence intensity (%).
Morphometry was evaluated by measuring the diameter, thickness of the zona pellucida and
the area of the perivitelline space of the oocyte. The results of the hormone concentrations
were 3115.34 + 940.35 pg/ml for estrogen (E2), 827.45 + 419.44 pg/ml for progesterone
(P4), 5.88 £ 5.57 ng/ml for testosterone (T2) and 1.10 + 0.48 ng/ml for antimullerian
hormone (AMH), finding positive correlations between the concentrations of E2 and P4 (r =
0.099; P =0.772), E2 and T2 (r = 0.574 ; P = 0.065), E2 and AMH (r = 0.180; P = 0.618),
P4 and T2, (r = 0.091; P = 0.790) T2 and AMH (r = 0.192; P = 0.413), but negative
correlation between P4 and AMH (r = -0.265, P = 0.459). E2 levels in the follicular fluid are
in the range reported by other investigators. In follicles larger than 15 mm, low levels of E2
and T2 were found. The concentrations of P4 in the follicular fluid at the different follicular

diameters were not different (P>0.05); the same was observed for AMH levels in follicular



fluid that were not different between follicles of different diameter (P>0.05). In addition,
high E2/P4 and low E2/T2 ratios were found in follicles ranging from 4 to 10 mm. The rate
of nuclear maturation in metaphase Il does not show significant differences (P=0.088)
between MM1 (46.08 £ 5.90%) and MM2 (54.65 * 3.00%). The cytoplasmic maturation rate
of MM1 (67.78 + 4.50%) was significantly lower compared to MM2 (77.61 + 3.58) % (P =
0.014). Annexin V results showed significant differences (P = 0.0057) between MM1 (51.95
+ 33.23) % and MM2 (12.95 + 2.34) %; meanwhile, the results of propidium iodide in MM1
(16.57 + 6.98) % and MM2 (15.81 + 3.06) % did not present significant differences (P =
0.8124). For the diameter of the oocyte, MM1 (133.42 + 14.56 um) and MM2 (136.14 +
15.2 um) were not significant (P=0.397), the same for the thickness of the zona pellucida,
MML1 ( 16.84 = 3.96 um) and MM2 (16.73 + 4.98 um) were not different (P = 0.919);
however, the perivitelline space area, MM1 (11018.91 + 2465.40 um?) and MM?2 (8686.18
+ 3016.88 um?) presented significant differences (P=0.0005). It is concluded that oocytes
between 4 and 10 mm could be suitable for in vitro culture; In addition, the MM2 culture

medium presents better results for obtaining viable oocytes.

Keywords: Alpaca, reproductive hormones, in vitro maturation, viable oocytes.



l. INTRODUCCION

Uno de los objetivos del uso de tecnologias reproductivas avanzadas es aumentar la tasade
reproduccion de animales reproductores de alto valor genético. En alpacas, el uso de técnicas
de biotecnologia reproductiva es limitada; probablemente se deba a las complejas
caracteristicas reproductivas de las alpacas a nivel anatomico y fisiologico (Brown 2000)
ademas de no disponer del suficiente financiamiento para la investigacion (Trasorras et al.
2013). Sin embargo, en las Gltimas décadas se ha venido prestando atencion a los estudios
bésicos y aplicados de estas tecnologias debido al mayor reconocimiento del mercado a la
excelente calidad de la fibra de alpaca. A nivel nacional, solo el 8 por ciento de las alpacas
son aceptables para la industria, requiriendo finuras menores a 22 micrones (Huanca et al.
2014).Aun se requiere mayor implementacion de programas de mejoramiento genético,
como también, programas de investigacién y desarrollo (1+D) (Miragaya et al. 2006) que

ayudena generar mayores ingresos econdémicos para los pobladores altoandinos.

Las alpacas y camélidos sudamericanos en general tienen una baja eficiencia reproductiva,
alrededor del 50 por ciento de las hembras no producen descendencia dentro de un afio,el 50
por ciento de los embriones mueren en el primer mes de gestacion (Fernandez-Baca et al.
1970)y el 20 por ciento de las hembras no logran quedar prefiadas después del apareamiento
(Brown 2000). Por lo tanto, se necesita una comprension mas completa de la fisiologia
reproductivade la alpaca sobre todo en foliculogénesis, ovogénesis, maduracién del ovocito,
el estro, lainduccion de la ovulacion, la formacion y la regresion del cuerpo lateo (CL) que

puedan conducir a la mejora de la calidad y viabilidad de los ovocitos (Brown 2000).

En alpacas, la obtencidn de embriones in vivo mediante superovulacion y lavado uterinoposee
un rendimiento promedio de 4.75 embriones por hembra (Martorell 2000). La primera
produccidn exitosa in vitro reportd rendimientos de 8 por ciento de embriones transferibles
(en estadio de moérula y blastocisto), a partir de ovocitos de matadero madurados y
fertilizados con esperma congelado obtenido del epididimo (Gamarra et al. 2009). Un
estudio reciente muestra una tasa de blastocistos de 29.7 + 3.8 por ciento (Ruiz et al.

2017), siendo un progreso significativo, pero aun la tecnologia de produccion de embriones



in vitro en alpacas requiere mejoras adicionales en comparacién con otras especies

domeésticas.

Uno de los factores que limitan el desarrollo de la tecnologia de produccion deembriones in
vitro en alpacas es la baja disponibilidad de ovocitos debido al pequefio niumerode hembras
sacrificadas y las caracteristicas reproductivas Gnicas que no permiten extrapolardirectamente
los sistemas de cultivo de embriones de otras especies (Skidmore et al. 2020).Ademas, en el
Per( no existen muchos mataderos legales y la frecuencia de sacrificio llega a un dia a la
semana en el mejor de los casos. EI mayor lugar de beneficio de camélidos en el Per( se

encuentra en el Distrito de Nufioa, de la region Puno.

La maduracién del ovocito es el proceso méas critico en el cultivo in vitro, puesto que,
adquiere competencia para procesos futuros, que implican la reanudacién de la meiosis,
regulacién epigenética, bloqueo de la polispermia, activacion del cigoto, intercambio de
protaminas a histonas, clivaje, polarizacién celular, proliferacion e implantacion de células

madre embrionarias (Plant & Zeleznik 2015).

Los ovocitos se pueden recolectar de hembras con o sin terapia hormonal para el desarrollo
folicular multiple, mediante aspiracion folicular transvaginal guiada por ultrasonido,
conocida como “Ovum Pick Up” (OPU), aspiracion folicular de ovarios expuestos por
laparotomia, aspiracion folicular a través de laparoscopia o por aspiracion folicular de
ovarios obtenidos de animales sacrificados, siendo este tltimo el método con que se obtiene
un mayor numero de “complejos cumulo-ovocito” (COCs) mediante aspiracion secuencial
usando jeringas y diseccion del ovario (Del Campo et al. 1994). Sin embargo, se obtienen
poblaciones heterélogas de foliculos preantrales y antrales, muchos delos cuales, podrian
haber sufrido atresia y cambios apoptoticos irreversibles que repercutiranen una disminucion

en la tasa de maduracion in vitro (Moniruzzaman & Miyano 2010).

Para que los ovocitos logren la maduracion, toda la maquinaria molecular debe estar regulada
en el espacio y tiempo, logrando asi la transicion de la vesicula germinal a la metafase 11,
ademas de la produccion y almacenamiento de transcritos para su uso en la fecundacion y

primeras divisiones del embridn hasta activacion de genes cigéticos (Kitajimaet al. 2011).

Los eventos que conducen a la obtencién de un ovocito maduro de calidad estan dadospor
una interaccién compleja y dindmica entre éste y el foliculo antral, donde participan células
somaticas (teca, granulosa y cimulo), ldmina basal y liquido folicular (FF). Durante este

proceso, el ovocito debe completar su crecimiento final y su maduracién nuclear y



citoplasmatica (Hennet & Combelles 2012). La maduracién in vitro en alpacas se lleva a
cabo comunmente mediante la extrapolacion de medios de cultivo de bovinos a alpacas,

generando resultados muy variados (Leisinger et al. 2014).

La aplicacion de biotecnologias reproductivas avanzadas, como la maduracion in vitro,la
fecundacion in vitro, la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, el cultivo de
embriones in vitro, la clonacion y la transgénesis requieren ovocitos de calidad.
Actualmente, existen predictores morfologicos de la calidad de los COCs (complejos
cumulo-ovocito); como la compacidad y espesor del revestimiento del cimulo y el brillo del
ooplasma; la granularidad, coloracion, inclusion y regiones de agrupacion de organulos del
citoplasma; la forma del cuerpo polar (redondo u ovoide); su tamafio (grande o no);
superficie (lisa o rugosa); la integridad (intacto o fragmentado), el grosor y organizacion de
la zona pelucida, el tamafio (aumentado 0 no) y la presencia o ausencia de particulas, del
espacio perivitelino; las estructuras y caracteristicas del foliculo/ovario (dimension del
foliculo; existencia de CL con un foliculo dominante o un quiste), y predictores

celulares/moleculares.

En alpacas, se han utilizado pocos predictores de la calidad del ovocito y ain se requieremas
investigacion en este campo. La maduracion del ovocito, que resulte en un ovocito de calidad
(competente) es consecuencia de los mensajes e interacciones hormonales; por lo que el
objetivo del presente trabajo es establecer las relaciones entre la presencia y nivel delas
hormonas en el foliculo ovarico y la calidad del ovocito; para facilitar el desarrollo futurode

formulaciones de medios de maduracion in vitro, que puedan resultar en ovocitos de calidad.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. ELOVOCITO

Los ovocitos son distintos a otras células del organismo, poseen la capacidad de convertirse,
después de la fecundacion, en célula totipotente. En las diferentes especies de mamiferos
existe variacion en el tiempo de desarrollo del ovocito; sin embargo, se conservanlos procesos
basicos que gobiernan la diferenciacion celular, fertilizacion y embriogénesis (Plant &
Zeleznik 2015).

Con respecto a su estructura, estudios de microscopia electronica han definido en gran
medida, la distribucion de los organulos desde la linea germinal (Figura 1) hasta el desarrollo
del embrién (Nicosia et al. 1977).
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Figura 1. Estructura del ovocito
(A) representa la organizacion general de los organulos en un foliculo primario. La figura

(izquierda) indica el nucleo centralizado y la agregacion de organulos conocidos como el
cuerpo de Balbiani (*). La derecha es una micrografia deinmunofluorescencia de células
germinales dentro del cuerpo de Balbiani (verde) ubicado allado del ntcleo del ovocito (rojo).
Tras la activacion, los ovocitos entran en la fase de crecimiento de la ovogénesis. (B) resume
las principales caracteristicas ultraestructurales deun ovocito en crecimiento dentro de un
foliculo preantral observando el ensamblaje de la capa extracelular o zona peldcida, el ntcleo
agrandado o la vesicula germinal con nucléolosprominentes (NO), complejos de Golgi
subcorticales con granulos corticales asociados, mitocondrias perinuclear y el desarrollo de
microvellosidades en la membrana plasmatica delos ovocitos que interactian con las

proyecciones de células somaticas conocidas como procesos transzonales.

Para dilucidar los cambios metabolicos de los ovocitos se emplean técnicas in vitro, que
permiten analizar la sintesis de proteinas y la cinética de progresion del ciclo celular meiético
durante su maduracién in vitro (IVM); asi como, establecer los términos de calidady
competencia ovocitaria (Wassarman & Letourneau 1976).

Estudios en sintesis de ARN, describieron el papel inhibidor de 3,5-adenosina monofosfato
ciclico (cAMP) en el arresto mei6tico, descubrimiento que puso los cimientospara el estudio
de los mecanismos de control (Cho et al. 1974) y la competencia adquirida en la ovogénesis
(tabla 1).

Tabla 1. Competencias adquiridas por los ovocitos de mamiferos durante la ovogénesis

Competencia Etapa adquirida Funcion

Meidtica Tardio G reanudacion y finalizacion de la
meiosis

Impronta Tardio G Metilacion de impronta de genes

Fusion de granulos M Bloqueo de la polispermia

corticales

Oscilaciones de calcio M Activacion del cigoto

Pronucleos del macho M Reduccion de protaminas; cambio a
histonas

Clivaje PM/M Capacidad para sostener divisiones de

blastomeros



Compactacion PM/M Capacidad para someter a
polarizacion

celular y asignacion de linaje

Derivacion de células G/PM/M Capacidad para propagar células

madre embrionarias madre a

partir de la masa celular interna

L Capacidad para mantener la gestacion
Terminacion del parto G/PM/M _
terminal

Abreviaturas: G, fase de crecimiento; PM, prematuracion; M, fase de maduracion.
Fuente: Adaptado de Plant & Zeleznik (2015).

Por otra parte, se ha observado el efecto materno de la ovogénesis sobre el desarrollo del
embrion al identificarse una gran acumulacion de ARN no codificante que probablemente

desempefia un papel importante en la fertilizacioén y/o embriogénesis (Li et al. 2010).

El proceso de la ovogénesis comienza en el ovario fetal, después de la transicion de células
germinales primordiales a foliculo primordial. Posteriormente, ingresan a la etapa dediploteno
en la profase | de la meiosis | y permanecera en arresto meiotico hasta que la LH produzca la
ovulacion y reanude la meiosis. La ovogénesis se divide en fase de crecimiento, pre-
maduracion y maduracion (Figura 2). Es importante mencionar que la ovogénesis y la
foliculogénesis estan integradas. Cada una de las fases esta propensa a error nuclear(genético,
epigenético) como citoplasmatico. Desde el punto de vista del ovocito, la ovogénesis depende
de gran medida de sefiales paracrinas, mientras que, las células somaticas circundantes de las

gonadotropinas (Mermillod et al. 1999).
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Figura 2. Etapas de la ovogenesis definida en base al estado del ciclo celular del ovocito.
La proliferacion mitética de la ovogonia ocurre en la gonada prenatal y se acompafia de la
entrada a la profase mei6tica a medida que se produce la formacion del foliculo y la ruptura
del quiste ovogonico. El ciclo celular se apaga durante la fase de crecimiento de laovogénesis
que ocurre durante las etapas preantrales del desarrollo del foliculo. Si bien se requiere FSH
para avanzar en el desarrollo del foliculo, los ovocitos permanecen en paro meiotico con una
vesicula germinal en la etapa de prematuracion. En respuesta a la oleada de LH, se libera el
paro meiotico y el ovocito avanza a través de la maduracion ovulada en la metafase dos
etapas de la meiosis, que se mantiene hasta que la sefial de fertilizacion provoca la
finalizacion de la meiosis Il. En general, la fase de crecimiento de la ovogénesis ocurre
independientemente de la estimulacién con gonadotropina, mientras que las fases de

prematuracion y maduracién requieren estimulacion con gonadotropina.

Existe evidencia del papel epigenético en la regulacion del proceso de diferenciacion del
ovocito en la meiosis y en la fase de crecimiento de la ovogénesis. Por ejemplo, en la fase de
crecimiento la expresion del factor totipotente Oct4 esta modulado por las gonadotropinas a

través de alteraciones especificas de sus histonas (Monti et al. 2006).



El problema del envejecimiento y los asociados a la pérdida de calidad de ovocitos estaria
relacionado a la inestabilidad genética en el ciclo meidtico y mitético. Evidencias recientes
sugieren que el ovocito en si mismo posee un limitado potencial para rectificar alteraciones
heredadas de forma materna y/o paterna. Los posibles vinculos externos como el estilo de
vida, contaminacion ambiental o dafios en el sistema reproductivo no han podidodilucidar la

causalidad en la incidencia del mosaismo en el embrion (Munné et al. 1994).
2.1.1. Biologia celular del ovocito

La caracteristica més sobresaliente del ovocito es el tamafio. La transicion entre el estado
quiescente del foliculo primordial a un foliculo en crecimiento se realiza por la activacion de
genes y proteinas de los organulos. Los ARN y proteinas sintetizadas en la fase de
crecimiento poseen funciones de mantenimiento, regulacion del ciclo celular vy

almacenamiento (Bachvarova 1985).

La fase de desarrollo del ovocito implica requisitos epigenéticos. Se ha observado
amplificacion de dimetil transferasa en la metilacion del ovocito y del embrion (Howell et al.
2001). Con el uso de la microscopia electronica se observé la acumulacion y reorganizacion
de los organelos en el desarrollo del ovocito. Las mitocondrias, el complejode Golgi, los
granulos corticales, entre otros, participan en el proceso de fertilizacion. Solo los cuerpos de

balbiani se dispersan al activarse el foliculo (Parrott & Skinner 1999).

A. Lavesicula germinal: un nucleo especializado

La vesicula germinal (GV), esta localizada en el centro o en una posicion excéntrica del
ovocito, contiene prominentes nucléolos que pueden variar en nimero. La cromatina se
muestra de forma condensada (heterocromatina) o difusa (eucromatina), la cual, se cree que
posee diferentes niveles de transcripcion expresadas en el desarrollo del ovocito (Figura 3).
Ademas, la envoltura nuclear de GV, posee gran cantidad de poros nucleares que median el

transporte de ARN en las diferentes fases de crecimiento.

La cromatina compactada alrededor del nucléolo del ovocito se conoce como cariosfera
(Parfenov et al. 1989). En estudios realizados en ratones, muestran que la encapsulacién de
la heterocromatina ocurre en el momento de la formacion del antro, consistente con la
represion transcripcional que ocurre al final de la fase de crecimiento. Estocoincide con la

transicion de fase G2 a M del ciclo celular (Wickramasinghe et al. 1991).



=
Fuente: Adaptado de Plant & Zeleznik (2015).

Figura 3. El ntcleo inmaduro de ovocitos de mamifero o vesicula germinal (GV)

A) ilustra la apariencia general del GV usando histologia convencional; en esta seccién del
ovario del mono rhesus, el GV asume una posicién excéntrica y exhibe un nucleolo
prominente (NO). (B) es una micrografia electronica de un GV de ovocito humano que
demuestra los limites circulares del nicleo y la presencia de heterocromatina que rodea el
nucleolo (NO). En muchos mamiferos, la cromatina fibrilar se puede observar como se
muestra aqui para el mono (C) y el bovino (D); en ambos casos los bivalentes estan asociados
con el nucleo central (NO) y en el aspecto interno de la envoltura nuclear. (E) ilustra la
lamina nuclear en un ovocito de ratén con GV que ha sido marcado con anticuerpos contra
lamina de tipo B; la cromatina en el ovocito completamente desarrollado se superpone a la
sefial de ldmina tipo B. En (F), una micrografia electronica de gran aumento de un ovocito
humano muestra la alta densidad de poros nucleares en la envoltura nuclear que separa el

nucleoplasma (N) del citoplasma (C).

Los factores que regulan la reorganizacion de la cromatina en la GV se han realizado en
estudios en ratones transgénicos. Por ejemplo, el factor de crecimiento y diferenciacién 9
(Gdf-9) que es un gen especifico para ovocito. Es miembro de la superfamilia de factor de
crecimiento transformante beta. Este gen es responsable del desarrollo del foliculo pasando
la etapa de foliculo primario. En ratones que carecen de Gdf-9, los ovocitos sufren
hipertrofia, exhiben proliferacion de organulos deteriorados y muestran represion

transcripcional (Carabatsos et al. 1998). Deleccion en el gen de union Gap-4 (Gja-4) o
9



conocido también como conexina-37 (Carabatsos et al. 2000) y delecciones en el gen FSH-
beta (Combelles et al. 2004), ambas regulan la capacidad de las células de la granulosa para
establecer conexiones con el ovocito. Estos foliculos mutantes son detenidos en la etapa
preantral, consistentes con la parada de la transcripcion.

Se han identificados factores que estan involucrados en la reorganizacion de lacromatina del
ovocito, incluyendo genes especificos, genes de contacto celular, gonadotropinas y
chaperonas nucleares. Sin embargo, aun falta dilucidar claramente la exacta remodelacién

de la cromatina y el silenciamiento transcripcional (Comizzoli et al. 2011).
B. Caracteristicas del citoplasma del ovocito

El citoplasma del ovocito es conocido como ooplasma. Los primeros estudios se centraron
en la identificacion de los organulos y su funcionabilidad en el trascurso del desarrollo de la
ovogenesis, como las mitocondrias, reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi, las

lisosomas, laminillas anulares y el cuerpo de Balbiani (Combelles et al. 2001).

La mitocondria contribuye directamente en el metabolismo del embrién y por su parteel
genoma mitocondrial provee la herencia a la siguiente generacion. En el ovocito primordial,
las mitocondrias se encuentran en el perinucleo asociado con el cuerpo de Balbiani. Las
mitocondrias en los ovocitos en arresto 0 en crecimiento poseen relativamentepocas crestas,
se cree que es por la reducida actividad metabdlica. En ovocitos en crecimientose observa una

amplificacion aleatoria de las mitocondrias, ademas de una marcada polarizacion.

La expansién y reubicacion de las mitocondrias son afectadas también por el sistema Golgi-
lisosoma, que tiene como funcion el control de la biosintesis de proteinas, de los endosomas
y granulos corticales. Cuando el foliculo es activado, el Golgi por si mismo, posee la funcion
secretora, que incluye, las glicoproteinas para la formacién de la zona pelucida, membrana
plasmatica y para las proteinas que deben sintetizarse, procesarse e incorporarse en el sistema

Golgi-lisosoma (Nicosia et al. 1977).

El estudio de las laminillas anulares es poco comun (Figura 4). Sin embargo, se cree que la
funcion principal es de reserva de complejo de poros nucleares, las cuales, seran utilizadas
después de la fertilizacion para el ensamblaje de la envoltura nuclear de los blastomeros
(Hertig 1968).

10
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Figura 4. Aspecto ultraestructural de laminillas anuladas en un ovocito primario de

chimpancé visto en la seccidn transversal (A) y vistas tangenciales (B)

(A) muestra la continuidad de los poros nucleares desde la envoltura nuclear en una pila de
laminas anulares. En (B), una seccion tangencial a través de la superficie de una pila de
laminillas anulares que revela la organizacion estrechamente compacta de los complejos de

poros nucleares.

Otro orgéanulo son los centrosomas, se le conoce como el principal centro organizadorde los
microtubulos (MTOC), participa en la formacion del huso meiotico y suministro de apoyo
para las divisiones celulares mitdticas en las primeras divisiones del embrion. Los
componentes proteicos principales de laMTOC, lagammatubulinaly 2 (TUBG-1y TUBG-
2) y pericentrina. Estas proteinas sufren alteraciones especificas desde la etapa de diploteno
en GV hasta la metafase Il del ciclo celular. Por esta razén se sugiere que MTOCes un
importante indicador materno de la calidad del ovocito y del embrién (Sathananthan et al.
2006). Por otro lado, se ha observado produccion de centriolos de novo en embrionesde

conejos producidos por activacién partenocarpia (Széllosi & Ozil 1991).

Ademas de los microtubulos, existen filamentos contractiles constituidos por proteinasde
actina, los asociados a la motilidad como la miosina y los filamentos intermedios que se cree
que poseen funcion de rigidez dentro y entre las células. Los filamentos de actina han sido
estudiados en el contexto de la maduracion mei6tica mediante el posicionamiento del huso
meiotico, la polaridad y la extrusion del cuerpo polar. Los filamentos intermedios participan
en el complejo de union necesaria para la compactacion y formacion del blastocisto. El

estudio de estos filamentos nos permite conocer el posicionamiento de los organulos, el
11



ordenamiento de los procesos de sefializacion en el arresto meidtico como en la reanudacion
de la meiosis durante la maduracion. Existen otras proteinas que poseen funciones
especificas en el reordenamiento de los organulos, como es el caso de PADI-6 queparticipa
en la disponibilidad de los constituyentes ribosomales asegurando la disponibilidaden los
procesos de traduccion en el embrion (Esposito et al. 2007). En resumen, el papel del
citoesqueleto en el mantenimiento y regulacion de la organizacion espacial es requerido para

completar el éxito de la ovogénesis y por consiguiente de la embriogénesis.
C. Especializaciones de membrana y capas extracelulares

El citoesqueleto del ovocito ayuda a mantener la forma, el posicionamiento de los organulos
y la estabilidad del oolema. Sin embargo, en el transcurso de su desarrollo, se genera cambios

tanto en tamafio como en volumen.

La matriz extracelular mas estudiada es la zona pelucida (ZP). Esta constituida por
glicoproteinas ZP-1, ZP-2 y ZP-3, las cuales, estan sintetizadas, procesadas y secretadas por
el ovocito. La funcion principal de la ZP es de barrera protectora dentro del foliculo y

después de la liberacion en el proceso de ovulacion.

En la ZP existen dos proyecciones celulares que se origina en las células de las granulosa de
forma externa Ilamado procesos transzonales (TZP) e interna entre el oolema (Figura 5). En
ovocitos en desarrollo, las microvellosidades del oolema permanecen homogeéneas hasta la

maduracioén del ovocito.

A medida que el ovocito llega al proceso final de crecimiento, la membrana se va
especializando. Esto incluye la acumulacion de beta-catenina y la aparicion de granulos

secretores en la corteza citoplasmatica que genera agrandamiento del ovocito.

Los granulos corticales junto con la ZP median la interaccion entre el espermatozoidey el
ovocito en la fertilizacion. Se conoce que los granulos corticales acumulan gran cantidadde
calcio y se ha observado que poseen la funcidn de bloquear la poliespermia (Ducibella etal.
1988). En otros estudios se ha observado el movimiento de los granulos corticales en

direccion del huso meiotico evidenciando los primeros signos de la polarizacion celular.

En otras modificaciones de la membrana, se ha observado la aparicion de bolsas lipidicas
ricas en colesterol. Se cree que participan en el proceso de fertilizacion, asi como, en la

formacion del embridn (Buschiazzo et al. 2013).
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Figura 5. Membranas y capas extracelulares en 6vulos de mamiferos

(A) es una micrografia electronica de una seccion tangencial a través de la corteza de un
ovocito de ratén; observe la extension de la zona pelucida y la penetracion de numerosas
TZP. (B) es una micrografia electronica de fractura por congelacion a través del oolemma
de un ovocito de conejo que muestra las bases escindidas de las microvellosidades y una
unién gap solitaria. C, D y E ilustran la disposicion de ZP3 (C), beta-catenina (D) y CXN 37

(E) detectados inmunocitoquimicamente en secciones de ovario de raton adulto.

2.1.2. La fase de crecimiento de la ovogénesis
A. Patrones de expresion genica

El control de regulacion de los patrones de expresion genica nos permite dilucidar la
integracion que existe entre foliculo y ovocito, asegurando las competencias que debe

adquirir el ovocito en espacio y tiempo desde la iniciacidn hasta el desarrollo embrionario.

Los avances en la era gendmica y el desarrollo de nuevas estrategias como la ingenieria
genética han impulsado el descubrimiento de redes génicas en las primeras etapas de la
ovogeénesis; identificando, caracterizando y conociendo las funciones de genes especificos

(Pangas & Rajkovic 2006).
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Uno de los genes mas estudiados en el principio de la foliculogénesis es el Nobox, quecodifica
la proteina homeobox de ovario de recién nacido. Es un regulador central del ensamblaje
folicular y de genes involucrados en la linea germinal materna. El gen Nobox esun factor de
transcripcion que regula promotores de los genes Gdf-9 y Pouf-51. Otros factores de
transcripcion involucrados en la diferenciacion del ovocito son Sohlh-1, Sohlh-2y Lhx-8
(Pangas & Rajkovic 2006).

Los genes involucrados en la foliculogénesis primaria especificos de ovocito son Bmp-15y el
Gdf-9. Se ha observado en knockout Gdf-9, el bloqueo temprano de la etapa folicularprimario
y crecimiento aberrante del foliculo. Por su parte, knockout del gen Bmp-15, evitaque el

foliculo primario pase a la etapa de foliculo secundario.

En estudios transcriptémicos de una sola célula realizados a ovocitos pre-antrales y antrales
se observd la expresion de genes como Nobox, Oct-4, Bmp-15, Gdf-9, Oogenesin- 1 y
Oogenesin-2. Estos genes estarian involucrados en el desarrollo del ovocito a la etapa antral.
Puesto que, al final de la fase de crecimiento (etapa de metafase 1), la expresion de estos
genes disminuye, obteniendo valores similares a la etapa de ovocito primordial (Monti& Redi
2009).

Los estudios en la regulacién génica del ovocito en la etapa de crecimiento, pre- maduracién
y maduracién en la ovogénesis, y los posteriores eventos de fertilizacion y embriogénesis
son temas de discusion académica. Entender los procesos de transcripcion, traduccion y las
modificaciones postraduccionales, asi como, su eminente degradacion en espacio y tiempo
revela la complejidad de la regulacion génica. La adicién de agentes exdgenos como las
gonadotropinas y los estudios in vitro modifican completamente los patrones de expresion.
Sin embargo, estos estudios nos permiten dilucidar los patrones de calidad del ovocito y del

embrion (Paczkowski et al. 2011).

Uno de los métodos celulares usados en la regulacion génica es la metilacion de promotores
especificos de genes. Este papel es asumido por la familia de dimetiltransferasas.En estudios
reciente realizados en ratones, se ha observado patrones de desmetilacion y remetilacion
(Figura 6). La metiltrasferasa es responsable de la metilacion de citosina en el genoma del
ovocito y se han descrito tres tipos Dnmt3a, Dnmt3b y Dnmt3L, se expresan enpatrones
temporales durante la fase de crecimiento de la ovogénesis. Adicionalmente, se hadescrito

Dnmtlo, participa en la remetilacion de genes cigoticos (Cirio et al. 2008).

14



o
@@9@® ®

® Metilacion del ADN === = = = = m o o e :///
® Acetilacion de histonas 4

® Metilacion de histoNas s « e « o c—c — - -

Fuente: Adaptado de Plant & Zeleznik (2015).

Figura 6. Modificaciones epigenéticas de la cromatina durante la ovogénesis

Los genes presentes en modificaciones epigenéticas muestran signos progresivos de
metilacion del ADN que comienzan durante la fase de crecimiento de la ovogénesis y
terminan en algun punto del foliculo preovulatorio. La acetilacion de histonas en los ovocitos
en desarrollo sigue un curso de tiempo similar al de la metilacion del ADN, mientras que se
informa que la metilacion de histonas ocurre después de la fase de crecimiento. Los datos se

basan principalmente en estudios en el ratén.

Los estudios de genes de efecto materno estan en constante descubrimiento (Tabla 2).Se sabe
que, desempefian funcion después de la fertilizacion en procesos genéticos y epigenético y
son usados como marcadores de calidad embrionaria. En esta categoria tenemos a genes
como Tubg-1, Stella, BRG-1, Basonuclina (Ma et al. 2006). En estudios recientes sobre
Ring-1 y Rnf-2, se demostro la participacion en el complejo Polycomb- repressive 1 (PRC-
1), posee funcién de remodelacion de la cromatina en la ovogénesis y embriogenesis (Posfai
et al. 2012).

Finalmente, para afiadir un nivel de complejidad al estudio de la expresion génica en el
ovocito, se debe mencionar el descubrimiento de siRNA, miARN y IncARN, muchos de
cuales participan en las regulaciones postranscripcionales de los ARNm (Luense et al. 2009).
El entendimiento de los mecanismos que subyacen en la expresion génica apenas se esta

dilucidando.
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Tabla 2. Genes de efectos maternos identificados en ovocitos de mamiferos

Nombre Funcion de la proteina Defecto embrionario
Mater (NLRP5)  Potenciador de la transcripcion Bloqueo de 2 células
Tle6 Potenciador de la transcripcion Bloqueo de 2 células
Zarl Desconocido Bloqueo de 1 célula
Padi6 Peptidil arginina deiminasa Bloqueo de 2 células
Filia Desconocido Retraso del ciclo celular

Floped (Ooep)
Tubgl

Dnmtlo

Stella (Dppa3)

Desconocido
Nucleacién de microtubulos

DNA metiltrasferasa 1

Mantenimiento de la metilaciéon

Nucleoplasmina 2 (remodelacion

Retraso del ciclo celular;
clivaje anormal

Bloqueo del blastocisto
Bloqueo de la
compactacién

Bloqueo de la

compactacion

Npm2 Bloqueo de 2 células
de la cromatina)

Ringl, Rnf2 Represion transcripcional Bloqueo de 2 células

Spindlin Desconocido ZGA

BRG1 Desconocido ZGA

Basonuclin Organizador nucleolar Bloqueo de 2 células

TBP-2 Proteina de union a TATA Desconocido

Abreviaturas: MATER, antigeno materno que requieren los embriones; DNMT10, isoforma

especifica de ovocitos de dimetil transferasa; ZGA, activacion del gen cigotico.
Fuente: Adaptado de Plant & Zeleznik (2015).

B. Regulacidn de la sintesis de proteinas

Los productos de la traduccidn siguen patrones temporales al igual que los ARN. Sin
embargo, el estudio de las proteinas es mas compleja que los ARN. Participan en todo el
proceso de sefializacion, en la formacion de estructuras como el citoesqueleto o en la
formacion de entidades macromoleculares como los organulos, asi como, en otras funciones

esenciales (Bachvarova et al. 1981).

Las proteinas més estudiadas en la ovogénesis son las involucradas en la regulacion del ciclo

celular. Para dilucidar el papel que cumplen, se han realizados estudios en condiciones in
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vitro como la estabilidad meidtico, fusion de granulos corticales, y sobre la competencia

embrionaria (Bultman et al. 2006).

Una de las primeras proteinas estudiadas en el mecanismo de regulacién translacionales la
ciclina B. participa en la regulacion que impulsa la progresion de la fase G2 a la M delciclo
celular. Actualmente, se sabe que el ARNm de la ciclina B requiere modificaciones enla
region no traducida 3°, ya que, controla la interaccion al elemento de union de
poliadenilacién citoplasmatica (CPEB) que al ser fosforilada coordina el inicio de la
traduccion (Tay et al. 2000).

Muchos de los ARNm que son utilizados en la transicion de fases son sintetizados y
almacenados anticipadamente. Sin embargo, se ha observado sintesis de genes de novo y por
consiguiente sintesis de proteinas de novo que participan en la descomposicion de la vesicula
germinal (GVBD) muchos de los cuales basados en la actividad kinasa y fosfatasa
(Léavesque & Sirard 1995).

Con los nuevos estudios transcriptomicos y protedmicos, se descubriran nuevosniveles de
complejidad en el control de la traduccion de proteinas en el proceso de la ovogénesis. A su
vez, permitira conocer las condiciones para el uso en cultivo in vitro, comotambién, la

etiologia del envejecimiento y aneuploidia del ovocito (Mortensen et al. 2011).
C. Modificaciones postraduccionales de proteinas

Las modificaciones postraduccionales de proteinas (PTM) en ovocito, se han enfocadoen
estudios de las alteraciones de la funcion de las proteinas en la transicién del ciclo celular.Sin
embargo, estos estudios siguen siendo descriptivos, es decir, basados en el uso mediante
deteccidn por anticuerpos especificos. Muchos de estos anticuerpos varian en sensibilidad y
especificidad, por lo que generalmente se utilizan para realizar cambios en la localizacion de

la proteina diana.
D. Modulacién epigenética del genoma

En el campo de la epigenética, los estudios en el cambio expresidn genética no se basanen las
alteraciones de la secuencia de nucle6tidos del gen. Por lo que, los estudios se basan enla
acumulacion de enzimas involucradas en la metilacion de promotores genéticos durante el
proceso de la ovogénesis. Con el estudio de la comprension de la epigenética se pudo obtener

fetos de ratones completamente partenogénicos (Kono et al. 2002). Claramente, la
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epigenética es un campo importante para el estudio de la biologia del ovocito. Actualmente,
con el descubrimiento de las enzimas Tet-3 de linea germinal materna, que posee la funcién
de hidroxilacion del 5-metilcisteina genera la reprogramacion del genoma en el ovocito y
posterior fertilizacion (Gu et al. 2011).

E. Coordinacion de la ovogénesis con la foliculogénesis

La ovogénesis y la foliculogénesis se integran mediante la comunicacién entre célulasdentro
del foliculo. La comunicacion se da por rutas de sefializacion mediante comunicaciondirecta
via union gap hasta mecanismos de retroalimentacion paracrinas donde esta implicado los

factores de crecimiento.

La activacion de rutas de sefializacion en las células de la granulosa (GC) como en el ovocito
alteran la expresion génica, el estado del ciclo celular y por consiguiente lasupervivencia. Se
sabe que, los ovocitos influyen en la proliferacion de GC, aumenta la expansion del cumulo
inducido por el FSH, suprime la expresion del receptor de LH, mantiene la cooperacion
metabdlica y modula la activacion del mitégeno de la protein kinasade las células del cumulo
(ERK1/2) (Su et al. 2003).

La estabilidad de ovocito dentro del foliculo esta dada por la acumulacion de la matrizde
hialuronato (Canipari et al. 1995). Las GC son de dos tipos. Aquellos que estan en contacto
con el ovocito llamado cimulos y los que estan en la frontera del foliculo. Estos altimos son
precursores de las células luteales que produciran progesterona después de la ovulacion. Por
su parte, las células de los cimulos generan el soporte metabdlico durante el crecimiento y

maduracioén del ovocito.

La modulacion del transporte de calcio afecta la supervivencia del ovocito a través dela
caspasa-2. Otros factores secretados por el ovocito que participa en el desarrollo folicularson
GDF-9 y BMP-15 (Husseinetal 2006). Por su parte. La adquisicion de la competencia
meidtico esta estrictamente ligada con el tamafio del ovocito (Hirao et al. 1993). Se debe
tomar en cuenta que un exceso en gonadotropinas inhibe o retrasa la adquisicion de la

competencia meiotico por deficiencia en la cooperacion metabdlica.

El evento de sefializacion provocada por el aumento de la LH, se inicia por la produccion de
novo del factor de crecimiento epidérmico (EGF) por parte de la GCprovocando el cierre
selectivo de uniones Gap como resultado de la fosforilacion deconexina-37 por las MAP-
kinasa. Tanto, la modulacién del monofosfato de guanosina ciclica (GMPc) y EGF apoya el
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inicio y el mantenimiento de la progresion meiotico (Hsieh et al. 2011).
2.1.3. Fase de maduracion de la ovogénesis

Para plantear el escenario de la maduracion del ovocito primero se debe adquirir todala
maquinaria molecular para la transicion de la etapa G2 a M. Segundo, produccion y
almacenamiento de transcriptos para su uso después de la fertilizacion. Tercero, crecimiento
de laGV.

La regulacion de la fase de maduracion dura desde horas a dias. La maquinaria molecular
esta regulada en espacio y tiempo. El control de la regulacién de la maduracion del ovocito

es importante para la fertilizacion y embriogénesis hasta que se activen los genescigoticos.

La transicion de la meiosis a la mitosis requiere poseer el uso meiotico intacto en la metafase
I, solo asi, se activara la maquinaria de degradacion de la ciclina B. Este estudio demuestra
el papel espacio-temporal del citoesqueleto en la maduracién del ovocito (Kitajima et al.
2011). Los estudios de maduracion in vitro nos permiten dilucidar y comprender de una

forma indirecta los mecanismos que subyacen la maduracion del ovocitoin situ.

A. Huso meiético

El huso meidtico es una de las estructuras principales en la segregacion de los
cromosomas en el anafase de la meiosis | y Il. EI huso esta anclado a la corteza del ovocito

desde donde se despliega las proteinas del centrosoma hacia los polos del huso.

Los cambios en los medios de cultivo in vitro impactan en la morfogénesis del huso, sin
embargo, se tiene tasa de progresion meidtica y de eficiencia normal. Se cree que los
suplementos como factores de crecimiento poseen un efecto sobre la competencia de
desarrollo embrionario. Defectos en la organizacion de huso han sido asociados con la
aneuploidia. Actualmente, se utiliza agentes quimicos como la fosfodiesterasa en la

sincronizacion del ovocito para mantenerse en fase G2 (Nogueira et al. 2006).
B. Corteza del ovocito

La corteza del ovocito juega un papel importante en la citocinesis. La asimétrica de la
citocinesis asegura la extrusion de los cuerpos polares. La extrusién del ovocito cumple dos
funciones vitales en la maduracién del ovocito. Primero, la restriccion espacial de las fuerzas

contractiles para la formacion de ambos cuerpos polares garantice la segregacion de
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subproductos cromosomicos en el anafase | y 1l. Esto garantiza la expulsion de los cuerpos
polares. Segundo, el pequefio tamafio de los cuerpos polares garantiza la retencion de la
mayoria de los componentes moleculares y organulos que seran destinados al consumo y

utilizacion del cigoto (Longo 1987).

En estudios en ratones, se cree que la kinasa FYN inhibe la reorganizacion de huso y de la
citocinesis (McGinnis et al. 2009). Otro estudio sugiere que la proteina tirosina kinasa
participa en mecanismos de motilidad del citoesqueleto de actina. Se sabe que, el
citoesqueleto de actina y beta catenina se separa de la corteza del ovocito en la embriogénesis
(Mcginnis et al. 2011).

El modulador del citoesqueleto de actina es el calcio y su acumulacién en el reticulo
endoplasmatico como en otros organulos posee un impacto a largo plazo en la calidad del
ovocito. Se ha documentado el papel del ion zinc en la progresion del ciclo celular mei6tico
probablemente juega un papel importante en la regulacién del citoesqueleto del ovocito
(Bernhardt et al. 2011).

En los ovocitos enucleados preparados para la transferencia nuclear de células somaticas el
centro organizador de microtubulos es detenido. Esto asegura la herencia de loscentrosomas
maternos en los embriones reconstruidos. Este suceso genera la union de centrosomas del
nucleo somatico donador y del ovocito enucleado. Los citoesqueletos basados en actina y los
basados en tubulinas impulsan la fase madurativa y las interaccionesentre estos componentes

parecen estar unidas a la familia de las forminas (Verlhac & Breuer 2013).
2.2. MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS

Los ovocitos de mamiferos dependen del ambiente folicular para una maduracion adecuada.
Los ovocitos y los foliculos tienen interrelaciones similares a la simbiosis. El foliculo pierde

su competencia cuando se produce la ovulacion (Hatirnaz et al. 2018).

El desarrollo folicular como la reanudacion meidtica es influenciada por el medio folicular
al ser alterado por el pico de LH, iniciando la maduracion del ovocito. Se sabe que,la
condensacion de la cromatina se inicia en el paso del foliculo preantral a antral. Ademas,el
factor de diferenciacion del crecimiento (GDF-9) y la proteina morfogenética 6sea (BMP-15)
secretada por el ovocito posee funciones de regulacion de proliferacion de GC, por lo que,
el ovocito dirige su propia maduracion nuclear y citoplasmatica mediante comunicacioncon
las GC (Otsuka et al. 2011).
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En los medios de maduracion in vitro (IVM) se sugiere incluir la utilizacion del fluido
folicular, analogos de la LH y la FSH al medio de cultivo (Ge et al. 2008). Se cree que estas
adiciones influyen directamente en la maduracion nuclear pero no en la maduracién
citoplasmatica. En otros estudios, se sugiere afiadir albumina sérica a los medios de cultivo.
Actualmente, imitar un medio de cultivo en entorno folicular es la mejor manera deconseguir
un IVM estandar. Se debe tomar en cuenta que los medios de cultivo varian de concentracion

y de metabolitos de una especie a otra (Ali et al. 2006).

En estudios morfoldgicos de los ovocitos se han registrado dos tipos de GV; los que estan
rodeando por el nucléolo (SN) y los que no estan rodeados por el nucléolo (NSN). Seha
demostrado que SNGV que posee heterocromatina rodeando el nicleo posee mayor

competencia en la maduracion del ovocito que los NSNGV (Monti et al. 2017).

El medio de cultivo base méas utilizado es TCM-199 pero no es suficiente para una
maduracion eficaz. Suplementos adicionales son los factores de crecimiento como el factor
de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1),
factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta), activina y los cocultivos con GC (Lin
et al. 2009).

Los suplementos de los IVM han favorecido la maduracién nuclear, sin embargo, la
maduracion del citoplasma ha obtenido resultados desfavorables. En IVM se ha observado
errores en la alineacion de los cromosomas y de la estructura de huso mei6tico. Por otro lado,
en estudios de los componentes de materiales de plasticos utilizados en 1IVM como el
bisfenol-A, se cree que posee un efecto desfavorable en la formacién de la metafase Il y

sobre el aumento de la tasa de degeneracion de ovocitos (Machtinger et al. 2013).
2.2.1. Cambios estructurales del ovocito en IVM

En estudios sobre la activacion de la meiosis mediada por esterol (MAS), se demostrola
influencia positiva sobre la morfogénesis del ovocito y la maduracién nuclear. Los
suplementos de medio de cultivo como el forklosin un activador del adenilato ciclasa y
cilostamida un inhibidor especifico de inhibidores de fosfodiesterasa influyen en la

maduracion y en la reanudacion meiotica (Shu et al. 2008).

En el estado de ruptura de la vesicula germinal (GVBD), las microvellosidades que rodean
el ovocito en metafase | son muy comunes y de gran tamafio. En metafase 1, se ha observado

mayor apoptosis y reduccion en las crestas mitocondriales junto con una mayor actividad de
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apoptosis en GC (Yang et al. 2009).

En estudios de microscopia electronica en metafase I, se reveld ciertas caracteristicas
morfolégicas como zona pellcida fibrilar y densa, espacio perivitelino uniforme, oolema
continuo y microvellosidades distribuidas uniformemente. En estudios de distribucion
mitocondrial se observaron tres tipos de patrones; periférico, semiperiferico y
uniformemente difuso. Los ovocitos en la pre-IVM obtuvieron patrones de distribucion
periférica y los post-IVM patrones de uniformemente difuso. En los ovocitos maduros in
vivo mostraron distribucion central. Por otro lado, se ha observado que la melatonina estaria

influenciando positivamente en la maduracion nuclear del ovocito (Shahedi et al. 2013).

En ovocitos maduros utilizando IVM, fertilizados e implantados in vivo, mostraron
disminucion significativa de los ARNm a comparacion de ovocitos madurados in vivo.
Especificamente, se observd una disminucion de los ARNm de implantacién, generando la

pérdida del embarazo (Coticchio et al. 2015).
2.3. FLUIDO FOLICULAR Y CALIDAD DEL OVOCITO

La evaluacion de la calidad de los ovocitos se esta convirtiendo en el objetivo principalde la
embriologia utilizando FIV. Puesto que, los estudios de FIV clasica no incluian la evaluacién
de la calidad de los ovocitos. La prediccion de la calidad de los ovocitos esta dada por los
analisis morfoldgicos, analisis de genes marcadores tanto en el ovocito como en las células
de la granulosa, y de los analisis de defectos cromosémicos suscitados en el ovocito (Dawson
et al. 2006).

El fluido folicular (FF) del foliculo esta constituido por constituyentes de plasma sanguineo
y compuestos secretados por las células de la granulosa y la teca. Es razonable pensar que
las caracteristicas bioguimicas del FF estén influenciando en la calidad del ovocito (Fortune
1994).

Para realizar estudios en el FF, sus componentes se han agrupado en: Hormonas, Factores
de crecimiento, interleucinas, especies reactivas de oxigeno (ROS), factores antiapoptoticos,

proteinas, péptidos y aminoacidos, azucares y prostanoides (Revelli et al. 2009).
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2.3.1. Hormonas
A. Gonadotropinas

La concentracion de gonadotropinas FSH y LH en el FF se ve afectada por la secrecion
hipofisaria. Sin embargo, en FIV los niveles de gonadotropina son constantes. Se ha
informado que concentraciones altas de FSH, CG y LH, promueven la maduracion del

ovocito y esta asociada a una alta tasa de fertilizacion (Enien et al. 1998).

Las gonadotropinas influyen en la secrecion de acido hialurénico por las GC, sobre el
estradiol (E2) para mejorar la maduracion citoplasmatica del ovocito y sobre la secrecién del

AMPc que esté involucrado en el control de la meiosis del ovocito (Mendoza et al. 2002).

B. Hormona de crecimiento

Se sabe que la hormona de crecimiento (GH) y la FSH actlan sinérgicamente en la
produccion de E2. Asi como la formacion de receptores de FSH y LH en las GC. Se ha
documentado que en foliculos con mayor concentracion de GH generaron mayor tasa de

embriones (Izadyar et al. 1999).
C. Prolactina

En algunos estudios se informaron sobre el vinculo entre la prolactina (PRL) y el AMPc. En
el FF, se ha observado un aumento en PRL y una disminucién en AMPc que se correlaciona
con una tasa alta de fertilizacién. Sin embargo, la PRL no se considera un marcador confiable

de la calidad ovocitaria (Rosenbusch et al. 1992).
D. Estrégeno, progesterona y andrdgenos

Es conocido que un medio estrogénico intrafolicular posee un efecto positivo sobre el
crecimiento folicular, ademas, posee un efecto antiatresico. E2 esta relacionado directamente
con la maduracion citoplasmatica por medio de la regulacion de la entrada de Ca®* (Tesarik
& Mendoza 1997).

La elevada concentracion de E2 y del ratio E2/progesterona (P4) en FF, indica etapas
avanzadas de maduracion ovocitaria. Sin embargo, existen estudios que relacionan el bajo
ratio E2/P4 con un mayor porcentaje de implantacion y de embarazo, aunque, se debe

considerar otros factores como la actividad luteina y la reducciéon de la actividad aromatasa
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al final de la maduracion del ovocito. En otro estudio se ha observado que concentraciones
altas de P4 en FF esta asociada a ovocitos postmaduros que genera fertilizacion andémala
(Ben-Rafael et al. 1987).

Los niveles elevados de testosterona (T4) se relaciona con una baja calidad ovocitariay baja
tasa de division después de la fertilizacion. La relacion E2/T4 es alta en FF asociadoal
embarazo. Por su parte, el bajo ratio Estrégeno/andrdgenos es asociado a atresia folicular
temprana (Lisi et al. 2002).

E. Corticoides

Los corticoides en el FF son importantes para lograr la maduracion final del ovocito y
posterior implantacién de los embriones. Un alto nivel de cortisol/cortisona en FF es
asociado a mayor tasa de embarazo realizado en FIV. Se han asociado los corticoides con
aumento en la respuesta ovarica y maduracion del ovocito. Sin embargo, estos estudios no

son concluyentes (Revelli et al. 2008).

2.3.2. Factores de crecimiento de la superfamilia de factores de crecimiento
transformante beta (TGF-g)

A. Inhibinay activina

Las GC producen inhibina. En el FF, la inhibina A aumenta, mientras que la inhibina B
disminuye durante la fase folicular. La inhibina se considera un marcador de respuesta
ovarica, pero no de la calidad del ovocito o del embrién. Sin embargo, existen estudios que
relacionan a la inhibina B del FF con la eficacia de crecimiento folicular. Otro estudio
encontré que altos niveles de inhibina A y B estan asociados con un aumento de la

fertilizacion y embarazo (Chang et al. 2002).

La alta concentracion de la activina A en el FF se correlaciona positivamente con la calidad
del ovocito. Cabe mencionar que el papel de la activina A como marcador de la calidad del

ovocito y su relacion con la inhibina necesita mas investigacion (Lau et al. 1999).
B. Hormona antimulleriana

La hormona antimiilleriana (AMH) es una glicoproteina con funciones relacionadas con el
crecimiento y la diferenciacion celular (Melado 2014). En humanos, la AMH se sintetiza

como un gran precursor de 560 amino&cidos, con una secuencia de sefial corta de 18
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aminoéacidos, seguida de la pre-prohormona que forma homodimeros. Antes de su secrecion,
la hormona madura es glicosilada y dimerizada para dar un dimero de 144 kDa compuesto
por dos subunidades idénticas monomeéricas de 72kDa, ligadas por puentes disulfuro (Josso
et al. 1990). En circulacion podemos encontrar una mezcla de la pro-AMH,del complejo C-

terminal y N-terminal (Capecce et al. 2016).

A diferencia de otros miembros de la superfamilia de TGF-p, se considera que la AMH
necesita el dominio N-terminal para potenciar la actividad del dominio C-terminal y alcanzar
su completa bioactividad, causa la regresion del conducto de Muiller e inhibe la sintesis de
aromatasa en el ovario fetal (Wilson et al. 1993).

Entre el 5y el 20% de AMH se fragmenta en un punto especifico entre los dominios N-
terminal y C-terminal del monémero de 72 kDa, durante el paso citoplasmatico, para formar
dos polipéptidos de 58 kDa (region pro) y 12 kDa (region madura), que siguen unidospor

uniones no covalentes.

Los miembros de la familia TGF-B tienen sus efectos a través de dos tipos de receptoresserin-
treonin-kinasa, denominados tipo | y tipo Il, y de dos efectores citoplasmaticos “Smads”
regulados por receptores (R-Smad) y Smad comunes (Smad4). El receptor primario, tipo Il,
se une al ligando y fosforila al receptor tipo |. Una vez activado, este ultimofosforila el R-
Smad, que interactta con el Smad4. Este complejo es posteriormente transportado al nicleo
donde se une a un elemento de unién al Smad (SBE), en el promotorde la diana o en los
genes (Massagué & Chen 2000).

El mensajero del AMHR-I1 se expresa de forma especifica por los 6rganos diana de laAMH,
como los conductos de Muller y las génadas de ambos sexos. Los estudios de hibridacion in
situ han demostrado que, en los conductos de Miller, el ARNm del AMHR- 11 se expresa en
las celulas mesenquimales que rodean el epitelio y desaparece en el vardn tras la regresion
de los conductos de Mller. En el ovario, el AMHR-II se expresa desde la vida fetal hasta la
etapa adulta en las células de la granulosa de los foliculos preantrales y antrales. En el

testiculo, se expresa desde el periodo fetal hasta la pubertad (Baarends et al.1995).

En el embrion de los mamiferos, ambos sexos son inicialmente indistinguibles. El sistema
reproductor del embrion masculino y femenino consiste en una génadaindiferenciada y dos
conductos, los de Wolff y los de Muiller, precursores de los tractos reproductores masculinos
(epididimo, conductos deferentes y vesiculas seminales) y femeninos (trompas de Falopio,

Gtero y parte superior de la vagina), respectivamente. Por tanto, el embrion es inicialmente
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indiferenciado, y el correcto desarrollo sexual depende dela produccién y respuesta a las
hormonas testiculares. En el embrién masculino, la AMH, producida por las células de
Sertoli, de los testiculos embrionarios en diferenciacion,provoca la perdida del conducto
de Miiller, y la testosterona producida por las células de Leydig estimula el desarrollo de los
conductos de Wolf (Behringer et al. 1994).

Durante la diferenciacion sexual femenina la AMH no se expresa en el ovario. La AMH se
expresa por primeravez en las células de la granulosa de los foliculos primordialesreclutados,
encontrados por primera vez en ovarios de ratas el dia 3° 0 4° de vida postnatal, y en el feto
humano a partir de la 36 semana de gestacion. La AMH continla expresandose en los
foliculos en crecimiento del ovario hasta que han alcanzado el tamafio y estadio de
diferenciacion, en el que seran seleccionados para llegar a ser dominantes mediante la accién
de la hormona estimulante de los foliculos (FSH) hipofisaria. Por tanto, la AMH se expresa
en los foliculos reclutados del pool de foliculos primordiales que no han sido seleccionados
para la dominancia. Antes y después de estos dos importantes puntos de regulacion en el

ovario, la AMH no se expresa (Meyts et al. 1999).

Los efectos inhibitorios de la AMH en la sensibilidad a FSH de los foliculos podrian
jugar un papel importante en el proceso de seleccion (Figura 7). En ausencia de AMH, los
foliculos primordiales son reclutados a un ritmo mas rapido, lo que resulta en un agotamiento

del pool de foliculos primordiales (Durlinger et al. 2001).

Reclutamiento Seleccion
FSH FSH

(=== AMHE - 1~ o AMHE - -

-

ntral

Primordial Primario Preantral A
Figura 7. Sitios de union de la AMH en la foliculogénesis

La relacion de la AMH vy la calidad del ovocito es contradictoria. Es decir, existen estudios
que avalan la relacion positiva de AMH y la calidad del ovocito, como estudios donde existe
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una correlacién inversa entre AMH vy la calidad del ovocito. Sin embargo, se ha observado
mayor concentracion de AMH en ovocitos maduros y se ha correlacionado conmayor tasa de
fertilizacion (Takahashi et al. 2008).

C. Proteina morfogenética 6sea 15

La proteina morfogenética 6sea 15 (BMP-15) influye directamente en la maduracion y
calidad del ovocito. Se observaron niveles altos de la BMP-15 en el FF en los ovocitos
maduros, obteniendo mayor tasa de fertilizacion. También, se ha observado una correlacion
positiva entre BMP-15 y el estradiol. Sin embargo, ain se requieren méas estudios para
confirmar este resultado (Wu et al. 2007).

2.3.3. Otros factores de crecimiento e interleucinas

Se han reportado otros factores de crecimientos e interleucinas que se relacionan con la tasa
de maduracion, fertilidad y desarrollo embrionario; como son los fatores de crecimiento
similar a la insulina 1 y Il (IGF-1y IGF-11), y las proteinas de unién a IGF (Asimakopoulos
et al. 2008; Revelli et al. 2009), el factor de crecimiento anfiregulina (Inoue et al. 2009),
factor de necrosis tumoral alfa, factor de crecimiento de fibroblasto basico (Asimakopoulos
et al. 2008), interleucina-1 beta (Mendoza et al. 1999), interleucina-2 e interferon gamma
(Lédée et al. 2008), leucotrienenos B4 (Bili et al. 1998).

2.3.4. Especies reactivas de oxigeno

El estudio de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y los antioxidantes se han
correlacionado con la calidad del ovocito (Agarwal et al. 2003; Hu et al. 2001; Pasqualotto
et al. 2004; Paszkowski et al. 1995; Tamura et al. 2008; VVan Blerkom et al. 1997). Al igual
que el 6xido nitrico (Lee et al. 2004; Manau et al. 2000) y el factor de crecimiento endotelial
vascular (lwata et al. 2004; Revelli et al. 2009).

2.3.5. Factores antiapoptoticos

Los niveles altos de apoptosis de las GC se asocian con ovocitos y embriones de bajacalidad.
La activacion de vias especificas como el TNF y el ligando fasL son marcadores importantes
para determinar la apoptosis folicular. Incluso se ha observado que el ovocito expresa
algunos receptores de la via de apoptosis como el receptor de TNF y fas (Malamitsi-puchner
et al. 2004; Naz et al. 1997).
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2.3.6. Proteinas, péptidos y aminoacidos

En la literatura se observan estudios relacionados con proteinas, péptidos y aminoacidos
sobre la calidad del ovocito como son; alfa-fetoproteina, antigeno carcinoembrionario y
antigeno del cancer 125 (Phocas et al. 1994), antigeno CD-44 (Ohta et al. 2001), alfa-1
antitripsina (Imoedemhe & Shaw 1986), leptina (Placido et al. 2006), endotelina-2
(Plonowski et al. 1999), inhibidor de la maduracion del ovocito (Channing et al. 1982),
homocisteina (Boxmeer et al. 2008), beta-endorfina (Fanchin et al. 2007), lactoferrina
(YYanaihara et al. 2007), angiotensina Il (Jarry et al. 1988), prorenina (Itskovitzet al. 1991),
glicina y D-acido aspartico (Sinclair et al. 2008).

2.3.7. Azucares

La calidad de los ovocitos se ha correlacionado con azucares tanto en el foliculo, fluido
folicular y ovocito, las cuales son; hialuronano (Saito et al. 2000; Suchanek et al. 1994) y
mioinicitol (Chiu et al. 2002).

2.3.8. Prostanoides

La prostaglandina F2a (PGF2a), es secretada por las GC bajo la estimulacion ejercidapor las
gonadotropinas es propuesta como un marcador bioquimico de la calidad de ovocito. A
concentraciones altas de PGF2a en el FF se relaciona con ovocitos fertilizables. Ademas,a
concentraciones altas de PGE2 también se relaciona con ovocitos maduros de buena calidad
(Webster et al. 1988).

Los eventos que conllevan a obtener un ovocito maduro de calidad se da por una interaccion
compleja y dindmica entre el foliculo antral y el ovocito. Durante este proceso elovocito debe
completar su crecimiento final, su capacitacion y maduracion nuclear y citoplasmatica. Los
componentes del foliculo antral son las células somaticas (teca, granulosa y cumulo), lamina
basal y liquido folicular poseen roles activos y regulatorios enla diferenciacion del ovocito
(Figura 8).
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Figura 8. Contribuciones directas de los componentes del foliculo antral a la
diferenciacion de ovocitos

Las flechas codificadas por colores definen la categoria de contribucién (“contribuciones"
incluyen productos, sefiales y otras influencias). La ausencia de un circulo en la base de una
flecha indica que las contribuciones necesariamente viajan a través del compartimento, pero
no se originan en él. Cada categoria de contribucién puede contener varios puntos de origen;
en estos casos, los nuevos puntos de origen no detienen el camino de las contribuciones que
se originan anteriormente en el diagrama de flujo. La linea discontinua representa la
incertidumbre actual con respecto a la participacion de las células teca en la regulacion

meiotica.

2.4. FUNCIONES E INTERACCIONES ENTRE LAS HORMONAS Y LA
OVOGENESIS

Los anélisis hormonales han experimentado un gran progreso en las Gltimas décadas,
permitiendo el desarrollo sostenible de la endocrinologia y el desarrollo de nuevas técnicas

de medicion hormonal.

Hasta los afios 60, los métodos analiticos disponibles eran fundamentalmente del tipo
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colorimétrico, que permitian mediciones de orden de gramos, miligramos y microgramos.
Después se desarrollaron técnicas de inmunoanalisis, en la que destacdé el
radioinmunoanalisis (RIA), que permitia mediciones de orden de nanogramos, picogramos
y femtogramos. Luego surgio la inmunorradiometria (IRMA), donde la sustancia marcada
es el anticuerpo. Posteriormente, surgio el analisis de inmunoabsorcion ligado a enzima
(ELISA), donde se utiliza una enzima en vez de un isotopo, y los andlisis de
quimioluminiscencia. Las técnicas se basan en el principio de desplazamiento, siguiendo la
ley de accidn de masas (Diaz et al. 2015); en paralelo a los analisis ELISA, se desarrollaron
los analisis de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y la cromatografia de gases,
y sus variaciones, acoplando espectrometria de masa (MS/MS) para analizar maltiples

hormonas a la vez (Stanczyk & Clarke 2010).

2.4.1. Analisis de estradiol, progesterona, testosterona y hormona antimulleriana

Un factor importante en la foliculogénesis es la dindmica hormonal. El estradiol, la
progesterona y la testosterona juegan un papel importante en la fase folicular y lutea del ciclo
ovarico, estos son producidos por diferentes tipos de celulares. Ademas de las citocinas
(inhibina, activina, factor de crecimiento similar a la insulina, proteinas de unién al factor de
crecimiento similar a la insulina, factor de necrosis tumoral B, factor de crecimiento del

endotelio vascular), entre otras (Wen et al. 2010).

La regulacion de la foliculogénesis estd mediada por el eje hipotdlamo-pituitario- gonadal.
Actualmente, existe controversia sobre si los niveles hormonales en el liquido folicular
influyen en la calidad de los ovocitos (Kreiner et al. 1987). Se ha postulado que elcociente
estradiol/progesterona es mejor indicador de la maduracion ovocitaria que el tamafio del
foliculo y que el analisis a nivel del liquido folicular genera aun mayorsensibilidad en los
resultados (Lee et al. 1987). Tambiéen se ha planteado que la relacion estradiol/testosterona
en el liquido folicular puede estar asociada con atresia foliculartemprana y con un efecto
negativo sobre la viabilidad del ovocito, afectando la tasa de fertilizacidn, desarrollo

embrionario, implantacién y gestacién (Lisi et al. 2002).

Ademas, reportan relaciones positivas entre la concentracion de hormona antimilleriana
(AMH) en el liquido folicular y la calidad de ovocitos (Takahashi et al. 2008). La AMH se
expresa en las células de la granulosa en los foliculos primordiales después del reclutamiento
hasta antes de la diferenciacion en el foliculo dominante. Su funcion es atenuar la
diferenciacion folicular y disminuir la sensibilidad de la FSH sobre susreceptores en las

celulas de la granulosa. En ausencia de AMH, los foliculos primordiales se reclutan
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rapidamente, lo que conduce a un agotamiento de la reserva de éstos (Durlinger etal. 2001).

2.4.2. Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA)

La técnica ELISA fue conceptualizada y desarrollada por Peter Perlmann en laUniversidad
de Estocolmo. Perlmann publico su primer articulo en 1971, y con el pasar de los afos, la
técnica fue mejorada hasta convertirse en uno de los ensayos mas utilizados parala

determinacion cuantitativa de cualquier tipo de molécula (Lequin 2005).

Las caracteristicas ventajosas de utilizar el ELISA son: versatilidad (se pueden usar distintos
tipos de reactivos y/o combinaciones), simplicidad (analisis de multiples muestrasa la vez en
menor tiempo), sensibilidad (amplificacién de la reaccién y la cuantificacion mediante

espectrofotometria).

De la técnica ELISA se derivan tres métodos: ELISA directo, ELISA indirecto y ELISA
sandwich. La utilizacién de un método en particular dependera de los objetivos del
investigador. ElI ELISA directo consiste en la unién del antigeno a la fase sélida (base del
pocillo) mediante absorcion pasiva, se afiade el anticuerpo marcado y posteriormente, se
adiciona la solucion sustrato/croméforo. EI ELISA indirecto se parece al ELISA directo, la
diferencia esta en que se afiade un segundo anticuerpo marcado de otra especie sobre el
primer anticuerpo. EI ELISA sandwich posee dos variaciones (directo e indirecto). El ELISA
sandwich directo consiste en la union de un primer anticuerpo a la fase sélida, seguidamente,
se utiliza el procedimiento del método del ELISA directo. EI ELISA sandwich indirecto
consiste en la union del primer anticuerpo a la fase sélida, seguidamente, se utiliza el
procedimiento del método del ELISA indirecto, el segundo y el tercer anticuerpo deben ser

de una especie diferente al primer anticuerpo (Crowther 2009).
A. Reacciones inespecificas

Las reacciones inespecificas se pueden suscitar en cualquier tipo de superficie que noesté
ocupada por la reaccion de la fase solida sobre el antigeno o anticuerpo. Para eliminar
reacciones inespecificas se afiaden agentes bloqueantes en altas concentraciones
inmunoldgicamente inertes, por lo que, no debe reaccionar con el antigeno o anticuerpo ni

con los conjugados anticuerpo-enzima (Tabla 3).
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Tabla 3. Agentes bloqueantes utilizados en el sistema ELISA

Proteina

Suero de conejo

Suero de caballo

Albumina de suero humano

Suero fetal bovino

Caseina

Hidrolizado de caseina

Gelatina

Detergentes

Tween-20

Tween-80
Triton X-100

Dodecilsulfato de sodio

Otros

Sulfato de dextrano

Coffee mate

Leche en polvo sin grasa

B. Conjugado anticuerpo-enzima, sustrato, cromoforos y reaccion de parada

Existe una gran variedad de enzimas, sustratos, croméforos y reactivos de parada quese
utilizan en el sistema ELISA. Sin embargo, la eleccion dependera principalmente de las

propiedades de la enzima a conjugar con el anticuerpo (tabla 4 y 5).

Tabla 4. Etiquetas enzimaticas, cromoforos y condiciones de parada en ELISA

Etiqueta de la Sustrato Cromoforo Buffer
enzima
HRP (40 000) Peroxido de OPD Fosfato/citrato, pH 5.0
hidrogeno (0.004%) TMB Acetato, 0.1 M, pH 5.6
Peroxido de ABTS Fosfato/citrato, pH 4.2

hidrogeno (0.002%)



Peroxido de 5-AS Fosfato, 0.2 M, pH 6.8
hidrogeno (0.006%)

Perdxido de Diaminobencidina TRIS o PBS, pH 7.4
hidrogeno (0.02%)
AP (100 000)  Pnpp (2.5mM) Pnpp Dietanolamina (10 mM)y
cloruro de magnesio (0.5
mM), pH 9.5
Galactosidasa ONPG (3mM) ONPG Cloruro de magnesioy 2-
(540 000) mercaptoetanol en PBS, pH
7,5

Tabla 5. Sustratos y cromo6foros de uso comun en ELISA

Color Lectura (nm)
Etiqueta de _ No No Solucion de
) Sistema parada Parada
la enzima parada parada parada
Verde/n Naranja/ 1.25 M de
OPD _ ] 450 492 o .
aranja marron acido sulfurico
TMB Azul Amarillo 650 450 SDS (1%)
HRP ABTS Verde Verde 414 414
5-AS Marrén ~ Marron 450 450
Diaminob
o Marrén ~ Marrén N/A N/A
encidina

) ) 2Mde
Amarill  Amarillo/
AP Pnpp 405 405 carbonato de
o/verde verde

sodio
Beta- ) 2 M de
) Amarill )
galactosidas ONPG Amarillo 420 420 carbonato de
0
a sodio
Urea )
Mertiolato
Ureasa bromocres Morado  Morado 588 588
| (1%)
0
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2.5. EVALUACION DE LA CALIDAD DEL OVOCITO

El uso de las técnicas reproductivas que van desde la maduracion in vitro (IVM), la
fertilizacion in vitro (IVF), la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), el
cultivo embrionario, la transferencia nuclear para construccion de embriones por clonacion

y la criopreservacion de gametos y embriones tienen un factor critico; la calidad del ovocito.

La calidad del ovocito afecta profundamente la fertilizacion monospérmia, la supervivencia
temprana del embridn, el mantenimiento del embarazo e incluso del desarrollofetal. Por lo
tanto, la busqueda de predictores confiables en la calidad del ovocito es de mucha
importancia. Basicamente, la calidad del ovocito se basa en predictores morfoldgicosy

celulares/moleculares (Tabla 6).

Tabla 6. Resumen de predictores potenciales de calidad de ovocitos

Clasificacion Parametros

Predictores

morfologicos

cocC Compactacion y espesor de cimulos; brillo del ooplasma

Ooplasma Granularidad; coloracion; inclusion; regiones agrupadas de los
organulos

Cuerpo polar Forma (redondo o ovoide); tamafio; superficie (suave o aspero);

integridad (intacto o fragmentado)

Zona pelucida Espesor; organizacion

Espacio perivitelino  Tamafio; presencia o ausencia de particulas

Huso meiotico Presencia; localizacion; longitud

Foliculo/ovario Dimensiones del foliculo; existencia del CL con FD o quistico

Predictores

celulares/moleculares

Mitocondria Distribucion mitocondrial; niveles de ATP y mtDNA
G6PDH Actividad de G6PDH (BCB+ 0 BCB-)
Calcio Concentracion de calcio en la membrana citoplasmatica del

ovocito inmaduros; concentracion de calcio en ovocitos maduros

PDE3 Actividad de fosfodiesterasa 3 intracelular

GSH Nivel de glutation intracelular




Apoptosis Apoptosis en granulosa o en células de cimulos; ratio de Bcl-2
a Bax

IGFy IGFBP Concentracion de IGF-1 y IGFBP-1 en FF; ratio IGF-1/IGFBP-
1 en suero o FF; perfil de expresion de IGFBPs de bajo peso
molecular (IGFBP-4 y IGFBP-5) en FF

Superfamilia del Nivel de inhibina en FF; nivel activina A en FF; nivel basal de
TGF-Beta antimlleriana en suero
Esteroides Ratio estradiol/testosterona (o estradiol/progesterona) en el FF;

nivel de estradiol, LH, progesterona o prolactina en FF

Estrés oxidativo Cantidad de 8-OHdG en las células de la granulosa; nivel de
oxido nitrico; peroxido de lipidos; capacidad total de
antioxidantes y ROS en el FF

Leptina Nivel de leptina en el FF o suero

Perfil de expresion Expresion del &cido hialurdnico sintasa 2, ciclo oxigenasa 2 y
génica gremlina 1 en células de cumulos; abundancia relativa de

pentraxina 3 en células de cimulos

BCB, azul de cresilo brillante; CL, cuerpo lateo; COC, complejos de cumulos y ovocitos;
DF, foliculo dominante; FF, fluido folicular; G6PDH, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa;
IGF, factor de crecimiento similar a la insulina; IGFBP, proteina de unién a IGF; LH,
hormona luteinizante; 8-OHdG, 8-hidroxi-2-desoxiguanosina; TGF-p, factor de crecimiento
transformante-B; ROS, especies reactivas de oxigeno.

Fuente: Adaptado de (Wang & Sun 2007).

2.5.1. Evaluacién morfoldgica del ovocito

A. Complejo cimulo-ovocito (COC)

Se evalta los COC mediante un sistema de puntuacion sobre la expansion del cimulo,se ha
encontrado que una alta densidad del cimulo se relaciona con una disminucién en la madurez
del ovocito. Ademas, la presencia de coagulos sanguineos se asocia con una granulacién
central densa y tiene un efecto negativo sobre la tasa de fertilizacién (Thomas Ebner et al.
2008).

B. Zona pelucida

Los criterios de evaluacion de la zona pellcida son: oscurecimiento, grosor, birrefringencia

y cambios estructurales. Se cree que el oscurecimiento de la Zona peltcida no influye en la
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tasa de fertilizacion, calidad del embrion y tasa de implantacion. La zona pellcida delgada
se relaciona con alta tasa de fertilizacion. La alta birrefringencia se relaciona con la calidad
del ovocito y una baja birrefringencia se relaciona con mayor tasa de abortos espontaneos.
La Zona pellucida fragmentada se considera. inadecuada para el tratamiento de ICSI
(Loutradis et al. 1999).

C. Espacio perivitelino

Los criterios de evaluacion méas importantes del espacio perivitelino son: tamafio y la
presencia de granulos. Aumento de tamafio en el espacio perivitelino se asocia con una baja
tasa de fertilizacion, pero con una mejor calidad embrionaria. La presencia de granulos
gruesos en el espacio perivitelino se asocia con baja tasa de implantacion y de embarazo
(Rienzi et al. 2008).

D. Morfologia del primer cuerpo polar

Los criterios de evaluacion més importantes en la morfologia del primer cuerpo polar (PB1)
son: fragmentacion, tamafo y superficie. El PB1 grande o degenerado se relaciona con tasas
de fertilizacion disminuida, pero no se mostré ninguna correlacion en lamorfologiapronuclear
o de la calidad del embrion. La superficie rugosa, fragmentada o agrandada se correlaciona

con una baja tasa de fertilizacion/calidad del embridn (Navarro et al. 2009).
E. Forma del ovocito

Los criterios de evaluacién mas representativos en la morfologia del ovocito son: la forma 'y
el tamafio. Los ovocitos ovoides se relacionan con un retraso en la implantacion (Ebner et
al. 2008). Los ovocitos de gran tamafio se relacionan con mayor probabilidad de obtener

embriones triploides a pesar de su desarrollo in vitro normal (Balakier 2002).
F. Apariencia del ooplasma

Los criterios de evaluacion mas importantes en la apariencia del ooplasma son: color y
granulacion. Los ovocitos con ooplasma oscuro se relacionan con embriones de menor
calidad. Granulacién periférica difusa en el ooplasma se relaciona con morfologia pronuclear
alterada. Sin embargo, en otro estudio se observé que cualquier tipo de granulacion en el
ooplasma se asocia a alta tasa de fertilizacion en comparacion a los ovocitos con ausencia
de granulos (Wilding et al. 2007).
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G. Presencia de vacuolas y/o inclusiones citoplasmaticas

La presencia de vacuolas en el citoplasma del ovocito se correlaciona negativamente con la
tasa de criosupervivencia y competencia del desarrollo embrioldgico después de la
fertilizacion. En un estudio se observé que la presencia de vacuolas e inclusiones se relaciona
con una ligera disminucion en la tasa de fertilizacion y desarrollo embrionario (Otsuki et al.
2007).

H. Presencia y morfologia del huso meiotico

La presencia del huso meiotico se relaciona con mayor tasa de fertilizacion y tasa de
embarazo. La posicion del huso meidtico cerca al PB se relaciona con mayor tasa de
fertilizacion y calidad de embriones tempranos. ElI mayor retraso del huso meiético se
relaciona con mayor tasa de blastocito y embarazo (Rama Raju et al. 2007).

I. Viscosidad del citoplasma y resistencia de la membrana celular

La resistencia y la viscosidad se analizan con la pipeta utilizada en el ICSI. La mayor
viscosidad del citoplasma se relaciona con una menor tasa de fertilizacion. La resistencia de
la membrana celular es un marcador negativo de embriones previo a la implantacion (Ebner
et al. 2003).

2.5.2. Determinacién de la maduracion del ovocito mediante tincion Hoechst

Los tintes Hoechst son tintes de bisbencimida que se utilizan para tefiir el ADN. Lostintes
Hoechst se excitan a un nivel maximo de ~360 nm y emiten ~460 nm de longitud de onda
(Figura 9), son producidos por lamparas de xendn, mercurio o laseres UV (Bucevicius et al.
2018).
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Figura 9. Espectros de absorcion y emision de fluorescencia de Hoechst 33342 cuando
se une al ADN
La excitacion méxima del colorante unido al ADN (linea continua) es de 350 nm, mientras

que el maximo de emision (linea punteada) es de 460 nm.

Cuando el tinte Hoechst se une al ADN, la intensidad de fluorescencia aumenta ~ 30 veces,
asegurando una buena relacién sefial/ruido. La mejora de la florescencia resulta de la
supresion de la relajacion de rotacion y reduccion de la hidratacion al unirse al ADN. El tinte

se une a surcos menores de ADN en las regiones ricas de A-T (Adhikary et al. 2003).

La unioén del Hoechst al ADN induce citotoxidad minima y se puede aplicar en células
individuales como en tejidos celulares, puesto que, es compatible con técnicas

inmunohistoquimicas (Loontiens et al. 1990).

En el mercado, existe cuatro tipos de tincion Hoechst; Hoechst 33342, Hoechst 33258,
Hoechst 34580 y Hoechst S769121 (llamado también amarrillo nuclear) (Figura 10). Los
diferentes tipos de tinciones Hoechst se utilizan para aplicaciones similares. Sin embargo,
sus propiedades son ligeramente diferentes. Por ejemplo, el Hoechst 33342 es
significativamente mas permeable a la célula debido a la adicion del grupo etil lipofilico, por

lo que, generalmente se utiliza para la tincion de células vivas (Bucevicius et al. 2018).
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Figura 10. Modo de union al ADN y estructuras quimicas de los tintes Hoechst
(a) estructuras de tintes Hoechst utilizados para la tincién de ADN; (b) Los tintes Hoechst se
unen al surco menor del ADN B, lo que resulta en un aumento de aproximadamente 30 veces

en su fluorescencia.

En estudio de ovocitos se recomienda que la exposicién a luz UV sea menor a 30 segundos,
ya que, la exposicion prolongada genera mutaciones en el ADN nuclear ymitocondrial
disminuyendo la tasa de fertilizacion in vitro. El efecto sobre las mitocondriasse relaciona
con un aumento en la concentracion de ROS, lo que conlleva a la muerte celular(Gil et al.
2012).

2.5.3. Determinacién de la maduracion del ovocito mediante tincion brillante de azul

de cresilo

La tincidn brillante azul de cresilo (BCB) se utiliza para determinar la actividad de laglucosa
6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH). La tincion BCB es uno de los métodos menos
investigados para evaluar la viabilidad de los ovocitos (Mohammadi-Sangcheshmeh et al.
2014).

Una de las funciones de la enzima G6PDH es producir azucares de ribosa para la sintesis de
acidos nucleicos a través del ciclo de la pentosa. Ademas, produce NADPH que se utiliza en
la sintesis de lipidos (Wood 1986).

La enzima G6PDH se sintetiza en el ovocito durante la ovogénesis mientras que el foliculo

crece. EI BCB es un colorante que puede ser degradado por la enzima G6PDH. Porlo tanto,
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una gran acumulacion de la enzima G6PDH en los ovocitos en crecimiento metabolizan
al BCB conduciendo a un citoplasma incoloro, mientras que, el citoplasma de los ovocitos
completamente maduros presentan una coloracion azul, debido a los bajos niveles de la
actividad de la enzima G6PDH (Ericsson et al. 1993).

La actividad de la enzima G6PDH se ha correlacionado con indicadores de maduracion
citoplasmatica, organizacion de los granulos y las mitocondrias, nivel de glutation
intracelular (GSH), la actividad mitocondrial y el contenido de lipidos citoplasmaticos
(Jeong et al. 2009).

2.5.4. Analisis de apoptosis del ovocito mediante tincion con Anexina V/PI

La apoptosis es el proceso de muerte celular programada, participa en la eliminacién de las
células germinales a lo largo de la etapa de ovogénesis e incluso después de la ovulacién
(Hutt 2014). Més del 99 por ciento de las células germinales son eliminadas del ovario por
apoptosis con el nombre de atresia folicular, cerca del 1 por ciento culminan en el proceso
de ovogénesis (Matsuda et al. 2012). La apoptosis tiene una estrecha relacién con la
comunicacion entre las células de la granulosa y el ovocito, incluso se cree que la apoptosis
del ovocito estd mediada por la apoptosis de las células de la granulosa, las cuales aportan
factores de crecimiento, nutrientes y factores de supervivencia al ovocito (Chaube et al.
2014). La integridad de las células de la granulosa protege al ovocito del dafio del estrés
oxidativo (Chaube et al. 2005), es decir, cuanto mayor es el nimero de capas de células de
la granulosa, menor es el proceso de apoptosis del ovocito (Yuan et al. 2005). La
susceptibilidad a la apoptosis aumenta en condiciones de cultivo in vitro (Tripathi et al.
2013). Las caracteristicas tipicas de las células apoptoéticas incluyen la contraccion celular,
la translocacién de fosfatidilserina a la membrana citoplasmatica externa, la fragmentacion

del ADN vy la escision celular en cuerpos apoptoticos (Li et al. 2009).

Actualmente, existen muchas técnicas para determinar la apoptosis tanto citoplasmatica
como nuclear, denominandose apoptosis temprana; citoplasmatica y apoptosis tardia;
nuclear. La técnica mas simple utilizada para determinar la apoptosis temprana y tardia es la
tincion con anexina V y yoduro de propidio (PI), respectivamente (Rieger et al. 2011). La
anexina V/PI se determina a través de diferencias en la integridad ypermeabilidad de la
membrana citoplasmatica, teniendo la anexina V afinidad por lafosfatidilserina. En el
proceso de apoptosis temprana, la fosfatidilserina es translocada a la parte exterior de la
membrana citoplasmatica por la actividad de la caspasa-3, donde se unea la anexina V

marcada (Niu & Chen 2010). El PI no tifie las células apoptoticas vivas
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debido a la presencia de la membrana citoplasmatica intacta. En las células necrdticas y
apoptdticas tardias, la integridad de la membrana nuclear y citoplasmica esta disminuida, lo
que permite que el PI atraviese las membranas y se intercale con los acidos nucleicos y

muestre fluorescencia roja (Rieger et al. 2011).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. REACTIVOS QUIMICOS

Todos los reactivos utilizados son de Sigma-Aldrich (Burlington, EE. UU.) a menos que se
indique lo contrario. Todos los medios preparados se filtraron antes de su uso (0,22 um;
Aijiren, China).

3.2. DECLARACION DE ETICA

Todos los procedimientos experimentales fueron realizados de conformidad con el Comité
de Etica Animal de la Universidad Nacional del Altiplano, cumpliendo con todos los

principios éticos de la investigacion animal.

3.3. UBICACION Y ANIMALES DE EXPERIMENTACION

El experimento se realizo en la region de Puno (altitud: 3 847 msnm, Latitud: 15° 50' 26"
Sur, Longitud: 70° 1' 41" Oeste). Se utilizaron un total de 58 Alpacas (Vicugna pacos), con
un puntaje de condicion corporal de 3.28 + 0.52 (escala de 1-5) con edades entre 3 - 5 afios.
Anélisis de maduracion nuclear, citoplasmatica y apoptosis realizados en el Laboratorio de
Reproduccion Animal de la Universidad Nacional del Altiplano, Puno, Perd.Mientras, los
analisis hormonales se realizaron en el Laboratorio de Histopatologia y Teratologia de la

misma Universidad.

3.4. OVOCITOS DERIVADOS DEL CAMAL DE NUNOA

Los ovarios de alpaca (n = 116) fueron recolectados del matadero del Distrito de Nufioa,
Puno, dentro de los 30 minutos posteriores al sacrificio de los animales experimentales y
luego fueron transportados por 6 horas al laboratorio en termos a 33 — 36 °C en solucion
salina suplementada con estreptomicina (0.05 mg/mL). En el laboratorio, losovarios se
lavaron 3 veces y se secaron con una toalla de papel. Los foliculos se seleccionaron segun
el didmetro (1-2 mm, 2-3 mm, 3-4 mm, 4-5 mm, 5-6 mm, 6-7 mm, 8-9mm, 10-11, 15-16 m
y 25-26 mm) y se aspiraron con una aguja de 20G x 1 pulgada acoplada a una jeringa de 1

mL. Ovarios con foliculos menores a 1mm fueron diseccionados para extraer la mayor



cantidad de ovocitos posibles. El liquido folicular, segun diametro folicular,se centrifugé a
1500 RPM/min, se recogi0 el sobrenadante en viales de 2 ml y se almacen¢ a -20 °C hasta
la realizacion de los analisis hormonales. Mientras, los ovocitos fueron atemperados para el

cultivo de maduracion.

3.5. MEDIO DE CULTIVO DE MADURACION

El medio de maduracion 1 (MML1) fue preparado en base a medios reportados por Tribulo
(2019). MML1 contiene TCM-199, suero bovino fetal al 10 por ciento (v/v), 2 ug/ml de 17p-
estradiol, 25 pg/ml de hormona estimulante del foliculo porcino (pFSH) (Folltropin®-V;
Vetoquinol, Canadd), 22 pg/mL de sodio piruvato, 50 pg/mL de sulfato de gentamicina y 1
mM de alanil-glutamina (Tribulo et al. 2019). EI medio de maduracion 2 (MM2) preparado
en base a lo informado por Saadeldin (2019). EI MM2 contiene TCM-199, tamp6n HEPES
25 mM, NaHCO3 2 mM, suero fetal bovino al 10 por ciento (v/v), pFSH 10 pg/mL,
gonadotropina coriénica humana (hCG) 10 pg/mL (Choriomon; IBSA, Suiza), 1 ug/mL de
17B-estradiol, 20 ng/mL de factor de crecimiento epidémico (EGF), 1 pg/mL de insulina, 0.3
uM de cisteamina, 1 mM de L-glutamina, 50 pg/mL de sulfato de gentamicina (Saadeldin et
al. 2019) (Tabla 7).

Tabla 7. Medios de cultivo utilizados para la maduracién de los ovocitos

MM1 MM2
TCM-199 TCM-199

Suero bovino fetal al 10% (v/v) Tampén HEPES 25 mM

2 ug/ml de 17p-estradiol NaHCO3; 2 mM

25 pg/ml pFSH Suero fetal bovino al 10% (v/v)

22 pg/mL de sodio piruvato pFSH 10 pg/mL

50 pug/mL de sulfato de gentamicina hCG 10 pg/mL
1 mM de alanil-glutamina 1 ng/mL de 17p-estradiol

----- 20 ng/mL EGF

_____ 1 pg/mL de insulina

_____ 0.3 uM de cisteamina

_____ 1 mM de L-glutamina

----- 50 pug/mL de sulfato de gentamicina
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3.6. DISENO EXPERIMENTAL

Para todos los experimentos se utilizdé el disefio completamente al azar (DCA). Los
complejos cumulo-ovocito (COC) se distribuyeron aleatoriamente en los dos grupos
experimentales (MM1 y MM2) con tres repeticiones por experimento. Despues de la
maduracion in vitro, los ovocitos se desnudaron con hialuronidasa al 1 por ciento durante 15
minutosa 28.5°C en condiciones de CO al 5 por ciento. Posteriormente, los ovocitos se
distribuyen para analisis de maduracién nuclear, citoplasmatica y apoptosis, asi como para

el analisismorfoldgico.

El liquido folicular se obtuvo de acuerdo al didmetro folicular; teniendo 10 grupos de
didmetros foliculares (1-2 mm, 2-3 mm, 3-4 mm, 4-5 mm, 5-6 mm, 6-7 mm, 8-9 mm, 10-
11, 15-16 mm y 25-26 mm). El liquido folicular de cada grupo de didmetro folicular se
sometio al analisis hormonal por espectrofotometria con dos replicas para la determinacién
de la concentracion de estrégeno, progesterona, testosterona y hormona antimdilleriana
(Figura 11).

1500 RPM/min;-20°C

Concentracion de E2, P4,
= T2y AMH ,I Analisis morfométrico
- @

. Evaluacién de la
MM1 | Tribulo et al., s
maduracion nuclear
2019

es — s
replicas hialuronidasa Evaluacion de la

Maduracién

e maduracién citoplasmatica
Saadeldin et al.,

2019 Evaluacion de la apoptdsis

aleatorizacién

Figura 11. Esquema de los experimentos

3.7. MADURACION DE OVOCITOS

Se seleccionaron los COC con el uso de un estereomicroscopio y basados en sus
caracteristicas morfologicas; utilizandose los ovocitos que presentaban méas de una capa de
células del camulo. Los 532 COC seleccionados fueron asignados a cada uno de los dos
grupos experimentales (MM1 y MM2). Cada 20-30 ovocitos fueron transferidos a pocillos
con 60 uL de medio de maduracion, cubiertos con aceite mineral y cultivados en incubadora
portéatil durante 40 horas (Huanca et al. 2014) en condiciones de 5 por ciento CO2 (producido

por granulos efervescentes) y 38.5°C (utilizando un bafio termostatico)(Pérez 2019).
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3.8. EVALUACION MORFOMETRICA DE OVOCITOS

Se compararon los diametros de los ovocitos, el grosor de la zona pellcida y el area del
espacio perivitelino de cada uno en los grupos experimentales (MM1 y MM2). Las
fotografias fueron tomadas con una cadmara de microscopio invertido Leica (Leica
Microsystems GmbH; Wetzlar, Alemania; 40X). La media determinada y las mediciones se

realizaron con el software ImageJ (version 1.8.0; Institutos Nacionales de Salud).

3.9. EVALUACION DE LA MADURACION NUCLEAR

Los COC recuperados se expusieron a una solucion de hialuronidasa al 1 por ciento durante

15minutos a 38.5°C en CO: al 5 por ciento y se sometieron a pipeteo sucesivo para separar

las células del grupo de ovocitos. Luego, los ovocitos se fijaron con una solucién de etanol:
acido acético glacial (3:1) en un ambiente hermético durante al menos 48 horas a 4°C
(Simdes et al. 2021). Los ovocitos fueron fijados colocando de 5 a 10 ovocitos entre las
laminas portaobjeto y cubreobjeto y una mezcla de vaselina: parafina (2:1) colocada en cada
esquinadel cubreobjetos. EI cubreobjetos se presiond ligeramente hasta que se hizo contacto
con losovocitos. Latincidn se realiz6 por accion capilar con una solucidn de orceina al 1 por
ciento en acidoacético al 45 por ciento durante 10 minutos. La evaluacién de la maduracién
nuclear se realizé utilizando un microscopio invertido Leica (Leica Microsystems; Wetzlar,
Alemania; 40X). Los ovocitos se clasificaron en base a la presencia de vesicula germinal
(VG), metafase | (MI), metafase 11 (MIl) y estructuras degeneradas (DG). Los ovocitos
degenerados presentaron aberraciones cromosomicas, presencia de cromatina difusa o

indefinida.

3.10. EVALUACION DE LA MADURACION CITOPLASMATICA

Los ovocitos denudados se incubaron en una solucion de azul de cresilo brillante (BCB) de
26 UM (Toronto Research Chemicals INC; Toronto, Canadd) en solucion salina tamponada
con fosfato (PBS) durante 90 minutos a 38.5 °C y COz al 5 por ciento (Ayala et al. 2018).La
evaluacion de la maduracion citoplasmatica se realizé con un microscopio invertido Leica.

Los ovocitos se clasificaron segun la presencia (BCB+) o0 ausencia (BCB-) de tincionBCB.

3.11. EVALUACION DE LA APOPTOSIS

Los COC recuperados se expusieron a una solucién de hialuronidasa al 1 por ciento durante

15minutos a 38.5°C en COz al 5 por ciento y se sometieron a pipeteos sucesivos para separar
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las células del grupo de ovocitos. Para la evaluacion de la apoptosis temprana y tardia, se
utilizo el kitl de deteccion de apoptosis con anexina V comercial FITC (BD Biosciences,
Franklin Lakes,NJ, EE. UU.; 556547). En cada portaobjetos se contuvo de 5 a 10 ovocitos,
se agrego 20 pLde un tampodn de union de anexina V y agua destilada (1 volumen de tampén
de union de anexina V y 9 volumenes de agua destilada) y 1 pL de FICT AnexinaVy 1 pL
de yoduro de propidio (PI). Se agitd suavemente con una pipeta e incub6 durante 15 minutos
a 25 °C en la oscuridad. La evaluacién de la apoptosis se realiz6 con un microscopio Nikon
EclipseE400 (Nikon Instruments; Melville, NJ, EE. UU.; 40X). Se us6 un filtro laser de 490-
525 nm para la deteccion de FICT Anexo V' y un filtro laser de 555-603 nm para la deteccion

deyoduro de propidio. Los ovocitos se evaluaron segun la fluorescencia relativa (porcentaje).

3.12. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE ESTRADIOL

Para medir los estrogenos (E2) se utilizd una muestra de 25 pL del sobrenadante obtenido
tras la centrifugacion del liquido folicular y un Kit ELISA comercial de alta sensibilidad para
la deteccion de E2 (Abcam, Cambridge, MA, EE. UU.; ab108667). Las muestras fueron
procesadas segun las instrucciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo para E2 es de
8.26 pg/mL. El método permite determinar E2 entre rangos de 20 a 2000 pg/mL. La
reactividad cruzada del anticuerpo para estrégeno y metabolitos es: estradiol100 por ciento,
estrona 2.0 por ciento, estriol 0.39 por ciento, fulvestrant 0.09 por ciento, testosterona 0.02
porciento, cortisol 7x10- 3 por ciento, progesterona 3x10-4 por ciento y
dehidroepiandrosterona 1x10-4 por ciento. Los coeficientes de variacion inter-ensayo e intra-
ensayo son < 10 por ciento (n = 20) y <9 por ciento (n = 20), respectivamente.Los valores
obtenidos se calcularon en unidades de pg/mL. La densidad dptica de las muestras medida a
450 nm. El modelo de Regresion Logistica de Cuatro Parametros utilizado para ajustar la

curva estandar con R? = 0.996.

3.13. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PROGESTERONA

Para medir la progesterona (P4) se utilizé una muestra de 100 pL del sobrenadante obtenido
tras la centrifugacion del liquido folicular y un kit comercial ELISA de alta sensibilidad para
la deteccion de P4 (ENZO Life Sciences Inc., Farmingdale, NY, EE. UU.;ADI -900-011).
Las muestras fueron procesadas segun las instrucciones del fabricante. La sensibilidad del
ensayo para P4 es de 8.57 pg/mL. El método permite determinar P4 entre rangos de 15.62 a
500 pg/mL. La reactividad cruzada del anticuerpo para la progesterona y los metabolitos

son: progesterona 100 por ciento, 5a-pregnano-3,20-diona 100 por ciento, 17-OH-
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progesterona 3,46 por ciento, 5-pregnen-3p-01-20-ona 1.43 por ciento, corticosterona 0.77
por ciento, 4-androsteno-3,17-diona 0.28 por ciento, desoxicorticosterona 0.056 por ciento,
DHEA 0.013 por ciento, 17p-estradiol <0.001 por ciento, estrona <0.001 por ciento, estriol
<0.001 por ciento, testosterona <0.001 por ciento, hidrocortisona <0.001 por ciento, Sa-
Pregnane-3a, 20a-diol <0.001 por ciento y Danazol <0.001 por ciento. Los coeficientes de
variacion intra- ensayo son < 7.6 por ciento (23.1 pg/ml), < 5.4 por ciento (118.4 pg/ml),
< 4.9 por ciento (325.9 pg/ml) e inter-ensayo < 6.8 por ciento (20.4 pg/ml), < 8.3 por ciento
(107.7 pg/mL), < 2.7 por ciento (314.1 pg/mL). Los valores obtenidos se calcularon en
unidades de pg/mL. La densidad oOptica de las muestras medida a405 nm, preferiblemente
con una correccion entre 570 y 590 nm. El modelo de Regresion Logistica de Cuatro

Parametros utilizado para ajustar la curva estandar con R? = 0.993.

3.14. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE TESTOSTERONA

Para medir la testosterona (T2) se utilizé una muestra de 25 pL del sobrenadante obtenido
tras la centrifugacion del liquido folicular y un Kit ELISA comercial de alta sensibilidad para
la deteccion de T2 (Abcam, Cambridge, MA, EE. UU.; ab108666). Las muestras fueron
procesadas segun las instrucciones del fabricante. La sensibilidad del ensayo para T2 es de
0.10 ng/mL. El método permite determinar T4 entre rangos de 0.2 a 16ng/mL. La reactividad
cruzada del anticuerpo para la testosterona y los metabolitos son: testosterona 100 por
ciento, DHT 2.03 porciento, 17a estradiol 0.16 por ciento, androsterona 0.05 por
ciento, androstenediona 0.01 por ciento, cortisol 0.01 por ciento, prednisona 0.01 por ciento,
DHEA-S 0.0 por ciento, cortisona 0.0 por ciento. Los coeficientes de variacion inter-ensayo
e intra-ensayo son < 8.3 por ciento (n =9) y < 7.0 por ciento (n = 16), respectivamente. Los
valores obtenidos se calcularon en unidades de ng/mL. La densidad Optica de las muestras
medida a 450 nm, preferiblemente con una correccion entre 620 y 630 nm. Se utilizo6 el
modelo de Regresion Logistica de Cuatro Parametros para ajustar la curva estandar con R?
=0.999.

3.15. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE LA HORMONA
ANTIMULLERIANA

Para medir la hormona antimilleriana (AMH) se utiliz6 una muestra de 100 pL del
sobrenadante obtenido tras la centrifugacion del liquido folicular y un kit ELISA comercial
de alta sensibilidad para la deteccion de AMH (USBiological Life Sciences, Salem, MA, EE.

UU.; 381889). Las muestras fueron procesadas segun las instrucciones del fabricante. La
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sensibilidad del ensayo para AMH es de 0,19 ng/mL. El método permite determinar AMH
entre rangos de 0.31 a 20 ng/mL. No muestra reactividad cruzada significativa. Los
coeficientes de variacion intra-ensayo son 5.71 por ciento (1.05 ng/ml), 4.41 por ciento
(2.72 ng/ml), 3.41 por ciento (9.38 ng/ml) e inter-ensayo 5.71 por ciento (1.05 ng/ml),
4.76 por ciento (2.94 ng/mL), 2.7 por ciento (9.81 ng/mL). Los valores obtenidos se
calcularon en unidades de ng/mL. La densidad dptica de las muestras se midio a 450 nm. Se

utilizé el modelo logistico de cuatro parametros para ajustar la curva estandar con R? = 0.999.

3.16. ANALISIS ESTADISTICO

Para los analisis estadisticos de maduracion in vitro entre las dos unidades experimentales
(MM1y MM?2), se realizara la prueba t-test Student para las variables de respuesta; didmetro
de ovocito, grosor de la zona pellcida, area del espacio perivitelino, maduracion nuclear,

maduracion citoplasmatica y apoptosis.

Para los resultados de los andlisis hormonales en funcion al diametro del foliculo, se evaluara
utilizando un disefio completamente al azar (DCA) y la técnica estadistica a utilizarsera un

ANOVA. Ademas, se complementara con la prueba de comparaciones multiples deTukey.

Todos los andlisis estadisticos y graficos se realizaron utilizando el sistema de analisisde
datos para Windows (software GraphPad Prism version 8.0.1 y la herramienta de analisisde
datos de Microsoft Excel, como MyCurveFit de la empresa MyAssays). Los resultados se
presentan como media + desviacion estandar. Un nivel de probabilidad de P <0.05

considerado estadisticamente significativo.

El ajuste de la curva estandar para el analisis hormonal de Elisa fue realizado con el modelo

de Regresion Logistica de Cuatro Parametros, en base a la siguiente ecuacion:
a—d

Y=d+ —a—
1+ ()

Donde,

Y = Concentracion de hormonas
X = Densidad oOptica

a = Valor minimo
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b = Valor maximo
¢ = Punto de inflexion

d = Pendiente de la curva en el punto ¢
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS
4.1.1. Efecto de los dos medios de maduracion sobre la morfometria de los ovocitos

Los analisis morfométricos se evaluaron en funcién al didmetro del ovocito, espesor de la
zona peldcida y area del espacio perivitelino después de la maduracion in vitro con losmedios
de maduracion MM1 y MM2 (Figura 12).

oD

Figura 12. Andlisis morfométrico de ovocitos de alpaca madurados in vitro
Las imagenes capturadas se analizaron utilizando el software ImageJ para medir la distancia
de pixeles. OD: didmetro del ovocito; TPZ: espesor de la zona pelicida; PSA: area del

espacio perivitelino; PB: cuerpo polar.

El didmetro de los ovocitos después de la maduracion in vitro, fue de 133.42 + 14.56 uym y
136.14 + 15.24 um para el MM1 y MM2, respectivamente (Fig. 13). No hubo diferencias
significativas (P=0.397) entre los grupos. Por otro lado, no se observaron diferencias
significativas (P=0.919) respecto al espesor de la zona pellcida (Fig. 14) en los medios de
cultivo MM1 (16.84 £ 3.96) um y MM2 (16.73 £ 4.98) um; sin embargo, hubo



diferencias significativas (P=0,0005) entre el &rea del espacio perivitelino del MM1
(11018.91 + 2465.40) um? y MM2 (8686.18 + 3016.88) um? (Fig. 15).

Maduracion del ovocito
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Figura 13. Medicion del diametro del ovocito (um) después de la maduracion in vitro
usando dos medios de maduracién; MM1y MM?2

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.397) entre los dos grupos experimentales.
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Figura 14. Medicion del espesor de la zona peltcida (um) después de la maduracion
invitro usando dos medios de maduracion; MM1y MM?2

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.919) entre los dos grupos experimentales.
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Figura 15. Medicién del area del espacio perivitelino (um) después de la maduracion

invitro usando dos medios de maduracion; MM1y MM2

Se encontraron diferencias significativas (P = 0.0005) entre los dos grupos experimentales.
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4.1.2. Efecto de los dos medios en la maduracion nuclear de ovocitos

El anélisis de maduracion nuclear se realiza mediante la tincion de acetato-orceina, donde se
identifican la vesicula germinal, ovocito en metafase I, ovocito en metafase Il y ovocitos

degenerados (Figura 16).

Figura 16. Clasificacion de la maduracion nuclear en ovocitos de Alpaca

Maduracion nuclear evaluada mediante tincion de acetato-orceina. A) Ovocito en estado de
vesicula germinal, B) Ovocito en estado de metafase I, C) Ovocito en estado de metafase Il
y D) Ovocito degenerado. GV: vesicula germinal; MI: metafase I; MIl: metafase Il; PB:

cuerpo polar.

La Figura 17 muestra el porcentaje de maduracion nuclear de los ovocitos después dela
maduracion in vitro. Los porcentajes de metafase Il fueron 46.08 + 5.90 por ciento y 54.65 +
3.0 por ciento, para el MM1 y MMZ2 respectivamente. No hubo diferencias significativas
(P=0.088) entre los dos medios de cultivo. Lo mismo se observd para el porcentaje de
metafase | (31.54 y 20.08) por ciento, vesicula germinal (8.51 y 9.01) por ciento y estructuras
degeneradas (13.87 y 16.26) por ciento, para MM1 y MM2 respectivamente.
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Figura 17. Medida de maduracién nuclear (%) después de la maduracion in vitro
usandodos medios de maduracion; MM1y MM2

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.088) en la metafase Il entre los dos grupos

experimentales. MII: metafase Il; MI: metafase I; GV: vesicula germinal; DG: degenerado.

4.1.3. Efecto de los dos medios sobre la maduracién citoplasmatica del ovocito

El anélisis de maduracién citoplasmatica se realiza mediante la tincion azul de cresilo

brillante (BCB), después del cultivo in vitro, utilizando los medios de cultivo de los grupos
experimentales (MM1 y MM2) (Figura 18).
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Figura 18. Clasificacion de la maduracion citoplasmatica en ovocitos de Alpaca.
Maduracion citoplasmatica mediante tincion BCB

Los ovocitos se clasifican segun la presencia (A) y ausencia (B) de tincién BCB. BCB: azul
de cresilo brillante; PB: cuerpo polar.

La figura 19, muestra el porcentaje de tincion BCB+ para la maduracion de ovocitos
citoplasmaéticos después de la maduracion in vitro. Hubo diferencias significativas (P=0.014)
entre medios de cultivo en el porcentaje de maduracion citoplasmatica; los ovocitos
cultivados en MM1 (67.78 = 4.50 por ciento) tuvieron una menor maduracion citoplasmatica

en comparacion con MM2 (77.61 £ 3.58 por ciento).
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Figura 19. Medida de la maduracién citoplasmatica (%) después de la maduracion
invitro usando dos medios de maduracion; MM1y MM2
Se encontraron diferencias significativas (P = 0.014) entre los dos grupos experimentales.

BCB: azul de cresilo brillante.
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4.1.4. Efecto de los dos medios de maduracion sobre la apoptosis

El andlisis de apoptosis se realiz6 mediante la tincion de fluorescencia de anexina V y ioduro
de propidio sobre los ovocitos madurados in vitro, utilizando los medios de cultivo de los
grupos experimentales (MM1 y MM2) (Figura 20).

Annexin V Annexin V - PI

Figura 20. Microfotografia de fluorescencia de ovocitos tras maduracion in vitro con
anexina V/PI
La anexina V se usa para determinar la apoptosis temprana. Mientras tanto, Pl para

determinar la apoptosis tardia y la muerte celular. IP: yoduro de propidio. Barra = 50 pm.

La Figura 21 muestra la intensidad de fluorescencia del color verde correspondiente ala
anexina V y rojo correspondiente al yoduro de propidio en la maduracion de los ovocitos
después del cultivo in vitro. Se encontraron diferencias significativas (P = 0.0057) con
respecto a la anexina V entre el medio MM1 (51.95 + 33.23) por ciento y MM2 (12.95 +
2.34) por ciento. Por otra parte, la intensidad de fluorescencia con respecto al yoduro de
propidio entre MM1y MM2 fue de 16.57 + 6.98 por ciento y 15.81 + 3.06 por ciento
respectivamente. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas (P = 0.8124)

entre los grupos experimentales.
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Figura 21. Intensidad de fluorescencia de ovocitos madurados in vitro utilizando dos
medios de maduracion; MM1y MM2

Presentan diferencias significativas (P = 0.0057) utilizando la tincién de Anexina VV.Mientras
que la tincién con yoduro de propidio no mostro diferencias significativas (P = 0.8124) entre

los dos grupos experimentales.

4.1.5. Concentracion de E2, P4, T2 y AMH en el liquido folicular

Las concentraciones de E2 (Figura 22) en el liquido folicular segan el diametro del foliculo
fueron: para foliculos de 1 - 2 mm (3426.85 *+ 115.84 pg/mL), para foliculos de 2 -3 mm
(3346.19 + 107.81 pg/mL), para 3 - 4 mm (3545.80 £+ 108.73 pg/ml), 4 - 5 mm (3458.86
+ 23.38 pg/mL,) 5 - 6 mm (3628.38 + 73.46 pg/mL), 6 - 7 mm (3454.46 + 99.18

pg/mL), 7 - 8 mm (3833.57 £ 105.50 pg/mL), 8 - 9 mm (3569.59 + 128.27 pg/mL), 9 - 10
mm (3543.85 + 143.58 pg/mL), 15 - 16 mm (1243.85 £ 473.91 pg/ mL) y para foliculos de
24 - 25 mm (1217.93 + 296.58 pg/mL). Los valores minimo y maximo fueron 1217.93 +
296.58 pg/mL y 3833.57 + 105.50 pg/mL respectivamente, siendo la media 3115.34 +
940.35 pg/mL. Se encontraron algunas diferencias significativas entre las concentraciones

de E2 de los diferentes diametros de foliculo (Figura 23).
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Figura 22. Curva estandar E2

Esta curva estandar de concentracion de 17-beta estradiol frente a la densidad Optica se
utiliza para estimar las concentraciones de muestras de liquido folicular de los foliculos
presentes en los ovarios de alpaca. Para el ajuste de la curva se utilizo el modelo de Regresion
Logistica de Cuatro Parametros, obteniendo un R? = 0.996. Los parametros fueron a = 0.690,
b=0.335,¢c=6471.603y d=-0.573. Los resultados se presentan en unidades de pg/mL. E2:

estradiol, O.D: densidad dptica y 4PL: cuatro parametros logisticos.
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Figura 23. Concentracion de E2 en liquido folicular

Los valores minimo y maximo fueron 1217.93 + 296.58 pg/mL y 3833.57 + 105.50 pg/mL
respectivamente, siendo la media 3115.34 + 940.35 pg/mL. Diferencias significativas; *:
0.01 <P <0.05, ****: P <0.0001. E2: estrogeno.
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Las concentraciones de P4 (Figura 24) en el liquido folicular segun el diametro delfoliculo
fueron: para foliculos de 1 - 2 mm (1152.82 + 1314.47 pg/mL), 2 - 3 mm (829.38 =

0.00 pg/mL), 3 -4 mm (747.33 + 479.83 pg/mL,) 4 - 5 mm (586.21 + 346.47 pg/mL),5 -6
mm (559.11 £ 0.00 pg/mL), 6 - 7 mm (1014.55 + 757.43 pg/mL), 7 - 8 mm (574.05 + 134.46
pg/mL), 8 - 9 mm (1647.07 + 1193.55 pg/mL), 9 - 10 mm (559.11 + 0.00) pg/mL), 15 - 16
mm (146.49 = 0.00 pg/mL) y para foliculos de 24 - 25 mm (1285.75 £ 947.68 pg/mL). Los
valores minimo y méaximo fueron 146.49 + 0.00 pg/mL y 1647.07 + 1193.55 pg/mL
respectivamente, siendo la media 827.45 + 419.44 pg/mL. No se encontraron diferencias
significativas entre las concentraciones de P4 de los diferentes diametros de foliculo (Figura
25).
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Figura 24. Curva estandar de P4

Esta curva estandar de concentracion de progesterona frente a densidad Optica se utiliza para
estimar las concentraciones de muestras de liquido folicular de los foliculos presentes en los
ovarios de alpaca. Para el ajuste de la curva se utilizo el modelo de Regresion Logistica de
Cuatro Parametros, obteniendo un R? = 0.993. Los parametros fueron a = 0.482, b = 0.973,
¢ =21.300 yd =0.321. Los resultados se presentan en unidades de pg/mL. P4: progesterona,

0.D: densidad 6ptica y 4PL: cuatro parametros logisticos.
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Figura 25. Concentracion de P4 en liquido folicular

Los valores minimo y méximo fueron 146.49 + 0,00 pg/mL y 1647,07 + 1193.55 pg/mL
respectivamente, siendo la media 827.45 + 419.44 pg/mL. No se encontraron diferencias
significativas entre las concentraciones de P4 en los diferentes diametros de foliculo. P4:

progesterona.

Las concentraciones de T2 (Figura 26) en el liquido folicular segun el didmetro delfoliculo
fueron: para los foliculos de 1 - 2 mm (4.75 + 2.18 ng/mL), 2 - 3 mm (1.52 + 1.82

ng/mL), 3 - 4 mm (0.74 + 0,05 ng/mL), 4 - 5 mm (6.82 £ 1,88 ng/mL), 5- 6 mm (4.42
0.22ng/mL), 6 - 7mm (5.08 £ 0.86 ng/mL), 7 - 8 mm (13.17 £ 6.41 ng/mL), 8 - 9 mm (12.27
+2.13 ng/mL), 9 - 10 mm (15.80 + 0.62 ng/mL), 15 - 16 mm (0.00 = 0.00 ng/mL) y 24 - 25
mm (0.10 £ 0.03 ng/mL). Los valores minimo y méaximo fueron 0.00 + 0.00 ng/mL y 15.80
+ 0.62 ng/mL respectivamente, con un promedio de 5.88 + 5.57 ng/mL. Algunas diferencias
significativas fueron encontradas entre las concentraciones de T2 de los diferentes diametros

de foliculos (Figura 27).
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Figura 26. Curva estandar de T2

Esta curva estandar de concentracion de testosterona frente a densidad Optica se utiliza para
estimar las concentraciones de muestras de liquido folicular de los foliculos presentes en los
ovarios de alpaca. Para el ajuste de la curva se utilizé el modelo de Regresién Logistica de
Cuatro Parametros, obteniendo un R? = 0.999. Los parametros fueron a = 1.450, b = 0.407,
¢ =40.086 yd =-1.302. Los resultados se presentan en unidades de ng/mL. T2: testosterona,

0.D: densidad 6ptica y 4PL.: logistica de cuatro parametros.
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Figura 27. Concentracién de T2 en liquido folicular
Los valores minimo y méaximo fueron 0.00 + 0.00 ng/mL y 15.80 £ 0.62 ng/mL
respectivamente, siendo el promedio 5.88 + 5.57 ng/mL. Diferencias significativas; *:
0.01< P <0.05, **: 0.001 < P < 0.01. T2: testosterona.

Las concentraciones de AMH (Figura 28) en el liquido folicular segun el diametro delfoliculo
fueron. Para foliculos de 2 - 3 mm (0.79 + 0.00 ng/mL), 3 - 4 mm (0.55 + 0.00

ng/mL), 4 - 5 mm (1.93 + 1.45 ng/mL), 5- 6 mm (1.66 £ 0.54 ng/mL), 6 - 7 mm (1.06 £
0.58 ng/mL), 7 - 8 mm (0.68 £ 0.41 ng/mL), 8 - 9 mm (0.81 £ 0.74 ng/mL), 9 - 10 mm (1.71
+ 0.03 ng/ml), 15 - 16 mm (0.85 £ 0.58 ng/ml) y 24 - 25 mm (0.98 = 1.18) ng/mL. Los
valores minimo y maximo fueron 0.55 + 0.00 ng/mL y 1.93 £ 1.45 ng/mL respectivamente,
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siendo el promedio 1.10 + 0.48 ng/mL. No se encontraron diferencias significativas entre las

concentraciones de AMH de los diferentes didmetros de foliculo (Figura 29).
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Figura 28. Curva estdndar de AMH

Esta curva estdndar de concentracion antimilleriana frente a densidad dptica se utiliza para
estimar las concentraciones de muestras de liquido folicular de los foliculos presentes en los
ovarios de alpaca. Para el ajuste de la curva se utilizd el modelo de Regresion Logistica de
Cuatro Parametros, obteniendo un R? = 0.999. Los parametros fueron a = 0.008, b = 1.418,
€ =250195.731 yd =618667.979. Los resultados se presentan en unidades de ng/mL. AMH:
hormona antimilleriana, D.O.: densidad Optica y 4PL.: logistica de cuatro pardmetros.

65



AMH (ng/mL)
T T ¥

[EEY
|

\ ihﬁﬂﬂ

'\r'bbs‘:‘b’\‘bfb,@
xmmu@e'\qu\«,\y

Diametro del foliculo (mm)

Figura 29. Concentracién de AMH en liquido folicular

Los valores minimo y méximo fueron 0.55 + 0.00 ng/mL y 1.93 + 1.45 ng/mL
respectivamente, siendo el promedio 1.10 £ 0.48 ng/mL. No se encontraron diferencias
significativas entre las concentraciones de AMH en los diferentes didmetros de foliculo.

AMH: hormona antimulleriana.

4.1.6. Correlaciones entre las concentraciones de hormonas E2, P4, T2 y AMH en el

liquido folicular

Las correlaciones entre las concentraciones de hormonas en el liquido folicular fueron
positivas entre E2 y P4 (r =0.099; P =0.772), E2y T2 (r = 0.574; P = 0.065), E2 y AMH (r
=0.180; P =0.618), P4 y T2 (r=0.091; P =0.790), T2 y AMH (r = 0.292; P = 0.413). Hubo
una correlacion negativa entre P4 y AMH (r = -0.265; P = 0.413). En el caso de E2 y P4, E2
y AMH, P4 y T2 presentan correlaciones muy bajas (0 <r <+ 0.2) en el caso de T2 y AMH,
P4 y AMH presentan correlaciones bajas (+ 0.2 <r <+ 0.4). Solo en el caso de E2 y T2 existe

una correlacion moderada (£ 0.4 <r <% 0.6).

4.1.7.Relacion entre la concentracion de hormonas E2/P4 y E2/T2 en el liquido

folicular

La relacion de las concentraciones de E2/P4 y E2/T2 no se encontraron diferencias
significativas segun el didametro del foliculo. Sin embargo, se observa una relacion entre

niveles altos del cociente E2/P4y niveles bajos del cociente E2/T2 en foliculos con
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diametros de 4 — 5 mm (E2/P4: 5.90; E2/T2: 0.51), 5 — 6 mm (E2/P4: 6.49; E2/T2: 0.82), 6
—7 mm (E2/P4: 3.40; E2/T2: 0.68), 7 — 8 mm (E2/P4: 6.68; E2/T2: 0.29) , 8 — 9 mm (E2/P4:
2.17; E2/T2:0.29) y 9 — 10 mm (E2/P4: 6.34; E2/T2: 0.22) (Figura 30).
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Figura 30. Relacion E2/P4y E2/T2 en el liquido folicular

No se encontraron diferencias significativas entre los didmetros foliculares de las relaciones
E2/P4 y E2/T2 (P >0.05). La relacion entre niveles altos de E2/P4 y bajos de E2/T2 se
encontrdé en foliculos con didmetros de 4 - 5 mm (E2/P4: 5.90; E2/T2: 0.51), 5 - 6 mm
(E2/P4: 6.49 ; E2 /T2: 0.82), 6 - 7 mm (E2/P4: 3.40; E2/T2: 0.68), 7 - 8 mm (E2/P4: 6.68,;
E2/T2:0.29),8 -9 mm (E2/P4 : 2.17; E2/T2: 0.29) y 9 - 10 mm (E2/P4: 6.34; E2/T2: 0.22).
E2: estrdgeno, P4: progesterona, T2: testosterona. *: relacion E2/T2 >13, **: probables

foliculos viables para cultivo in vitro.

67



4.2. DISCUSION

4.2.1. Evaluacion la influencia de los medios de maduracion in vitro en la produccion

de ovocitos de alpaca competentes

Los resultados del presente estudio son los primeros en describir la determinacion de la
competencia ovocitaria segun los cambios nucleares, citoplasmaticos, apoptosis Yy
morfométricos en ovocitos de alpaca durante la maduracién in vitro, comparando dos medios
de cultivo. El periodo de maduracion in vitro fue de 40 horas para los dos grupos
experimentales. Este valor se tomé de acuerdo con trabajos previos sobre maduracion in
vitro en alpacas (Condori et al. 2011; Huanca et al. 2014; Miragaya et al. 2006) y camellos
(Nowshari 2005; Saadeldin et al. 2017), lo que result6 en altas tasas de ovocitos en metafasell
(MH11), que se contrasto con nuestros resultados. Ademas, esta estrechamente relacionado con
las altas tasas de formacion de blastocistos tras la fecundacion in vitro. La utilizacion de
tiempos mas largos genera una mayor tasa de ovocitos degenerados. La recuperacion de
ovocitos es de gran importancia para realizar estudios avanzados en biotecnologia
reproductiva. Son pocos los mataderos en el mundo que benefician alpacas, siendo la region
de Puno, donde se encuentra la mayor poblacion de alpacas en el Per(, y el distrito de Nufioa
el lugar con mayor beneficio. Sin embargo, se dispone de material animal limitado para
experimentacion en laboratorio. Es por ello, que utilizamos dos procedimientos secuenciales
de recoleccion de ovocitos para obtener el mayor rendimiento posible, que consiste primero
en la aspiracion de los foliculos utilizando jeringas de 1 mL mayores de 3 mm y luego la
diseccion de los ovarios para obtener foliculos menores de 1 mm. La aspiracién realizada
solo con jeringa o bomba de vacio (comiUnmente aplicada en otras especies domésticas)
(Gordon, 2003), muestra una baja tasa de recuperacion en alpacas. Esto se atribuye

principalmente a la estructura de los ovarios de las alpacas y los camellos (Nowshari 2005).

Las incubadoras utilizadas para cultivo in vitro recrean las condiciones in vivo en el proceso
de maduracion, fecundacion y desarrollo embrionario. Se han disefiado diferentes estrategias
tecnoldgicas que varian en funcion de la tasa de embriones obtenidos y del factoreconémico
(Suzuki et al. 1999). En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se demostré que
no existen diferencias significativas entre una incubadora convencional y unaportatil en la
obtencién de embriones bovinos (Pérez 2019). Este Gltimo utiliza granulos efervescentes
como aporte de CO2 (5%) y un bafio termostatico como regulador de temperatura (38.5 °C).

Ademas, en condiciones de altura, las fluctuaciones en la temperatura
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ambiente varian de -7 a 18 °C (Sanabria & Lhomme 2013). Estos cambios extremos de
temperatura hacen que el uso de incubadoras convencionales sea menos viable que las
incubadoras con bafio termostatico. En nuestra experiencia, la incubadora portatil responde

mucho mejor a los cambios bruscos de temperatura ambiental.

En nuestra investigacion para determinar la competencia ovocitaria después de la
maduracion in vitro segin maduracion nuclear y citoplasmatica, apoptosis y morfomeétrica,
se utilizaron dos medios de cultivo (MML1 (Tribulo et al. 2019) y MM2 (Saadeldin et al.
2019)). En la mayoria de los estudios realizados en alpacas, generalmente se utiliza MM1
para la maduracion, sin embargo, hasta el momento no se sabia si era el medio de maduracién
mas eficiente. Segun nuestros resultados, MM2 tiene un mayor rendimiento que MML1 tanto
en maduracion nuclear (46.08 +5.90 por ciento para MM1 y 54.65 + 3.0 por ciento para MM2)
y maduraciéncitoplasmatica (67.78 + 4.50 por ciento para MM1 y 77.61 + 3.58 por ciento
para MMZ2), aunque solo se encontraron diferencias significativas en la maduracién
citoplasmatica. Por otro lado, nuestros resultados estan dentro del rango reportado por otros
investigadores. En alpacas, maduracion nuclear de 65.8 £ 8.1 por ciento a las 38 h (Huanca
et al. 2010), 65.1 £ 5.7 por ciento a las 32h por aspiracion con jeringa (Ruiz et al. 2017),
75.3 + 11.9 por ciento a las 42 h (Huanca et al. 2014), 57.6 por ciento utilizando foliculos
mayores de 2 mm, suplementado con suero fetal bovino al 10 por ciento (v/v) y animales
mayores de 11 afios (Leisinger et al. 2014), 64.9 + 8.1 por ciento, en presencia de 0.5 pg/mL
de FSH durante 42 h (Condori et al. 2011), 46.9 por ciento usando 0.25 pg/mL, 2.5 pg/mL
y 15 Ul/mL (Ulises et al. 2019), 74.2 por ciento, 2 UI/mL de eCG y 10 Ul/mL

de hCG (Pacompia 2017). En llamas, 70.53 + 3.75 por ciento, 42 horas (Ayuque & Justiniano
2013).En dromedarios, 81.6 + 0,8 por ciento suplementado con FCS 10 por ciento (v/v) a las
30 - 32 horas (Moulavi & Hosseini 2019), 61 por ciento utilizando medio TCM-199,
cultivado a las 40-42 h, ovocitos de matadero y utilizando el método de diseccion (Nowshari
2005), 71 por ciento a las 42 h (Kafi et al. 2005). En alpacas aln no se reportan estudios de
maduracion citoplasmatica, siendo el primero este estudio. Sin embargo, en bovino se han
obtenido tasas del 80.3 por ciento (Argudo et al. 2020) y 77.75 por ciento aspirando foliculos
de 4 a 8 mm utilizando OPU (Ayala et al. 2018). Ademas, en este mismo estudio no se

encontraron diferencias significativas en animales cony sin tratamiento de superovulacion.

Segun los resultados en el analisis de apoptosis, MM1 tiene un porcentaje mayor que MM2
tanto en analisis de anexina V (51.95 + 33.23 por ciento para MM1y 12.95 + 2.34 por ciento
para MM2) como de yoduro de propidio (16.57 £ 6.98 por ciento para MM1 y 15.81 + 3.06
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por ciento para MM2),aunque solo se encontraron diferencias significativas en la anexina
V. En alpacas, hasta la fecha no se han reportado estudios de apoptosis en ovocitos. En
cerdos se encontraron resultados de 20.07 = 2.52 por ciento para la anexina V (Jiang et al.
2021). En bdfalos, se encontraronresultados de 9.83 a 10.42 por ciento para la anexina V
usando diferentes concentraciones de leptinacomo tratamiento (Khakil et al. 2014). Adn se
requieren mas estudios sobre la apoptosis temprana y tardia en ovocitos de alpaca para
corroborar nuestros resultados y crear un umbral permisible de porcentajes maximos y

minimos de concentracion de anexina V' y yoduro de propidio.

Segln nuestros estudios morfométricos realizados en ovocitos madurados con dos medios
de maduracion, para el caso de diametro del ovocito se obtuvieron 136.14 + 15.24 um y
133.42 £ 14.56 pum, espesor de zona pelicida 16.73 £ 4.98 um y 16.84 + 3.96 um, areadel
espacio perivitelino 8686.18 +3016.88 um?y 11018.91 + 2465.40 pum? usando MM2 y MM1
respectivamente. No se encontraron trabajos de referencia en alpacas. Sin embargo, en
camélidos dromedarios existe un estudio morfométrico con didmetro de ovocito 145.93

+ 0.85 um y 141 £ 0.87 um, espesor de zona pelucida 10.52 + 0.31 um y 10.76 = 0.38 um,
para ovocitos con primer cuerpo polar y degenerados respectivamente (Saadeldin et al.
2017). La comparacion de estos estudios muestra que los ovocitos con mayor diametro y una
zona peltcida mas delgada se relacionan con ovocitos de calidad y una alta tasa de
fecundacion (Loutradis et al. 1999), obteniendo mejores resultados con el MM2. En el caso
del area del espacio perivitelino, se sabe que una mayor area se relaciona con una baja tasa
de fecundacion (Rienzi et al. 2008), se encontraron mejores resultados de calidad ovocitaria
utilizando MM2.

Las diferencias entre los medios de maduracion se deben a su composicion y concentracion
de los reactivos utilizados en cada uno de los medios. En cuanto a la concentracion de pFSH,
fué de 25 pg/ml frente a 10 pug/mL, 17p-estradio de 2 pg/mL frentea 1 pg/mL para MM1y
MM2 respectivamente. Sin embargo, MM1 no contiene hCG ni EGFen su composicion,
siendo estas moléculas cruciales para obtener ovocitos competentes en alpacas. La hCG
participa en el mecanismo molecular de la maduracion (Humaidan & Alsbjerg 2014) y el
EGF participa en el mecanismo molecular del crecimiento de los ovocitos (Richani &
Gilchrist 2018). Por otro lado, la administracion de cisteamina e insulina en MM2 ayuda en
la desintoxicacion celular (Karadjole et al. 2006) y en el metabolismo energético del ovocito
(Purcell et al. 2012), respectivamente. Recomendamosrealizar mas estudios utilizando estos
reactivos de forma individual y colectiva, asi como suplementar con citocinas como factor

de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento similar a la insulina, factor inhibidor de
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leucemia, entre otros. Al mismo tiempo realizar estudios de biologia molecular para dilucidar
las rutas de sefializacion de dichas moléculas.Asimismo, se recomienda realizar estudios

complementarios con predictores de calidad ovocitaria a nivel molecular.

4.2.2. Determinacion de las concentraciones y proporciones de hormonas esteroides
sexuales y hormona antimulleriana en el liquido folicular de alpacas segun el

didmetro folicular

Los resultados de este estudio determinan por primera vez las concentraciones de estrogeno,
progesterona, testosterona y hormona antimilleriana en el liquido folicular para diferentes

didmetros en el desarrollo folicular en alpacas dentro de un mismo estudio.

Para el analisis de hormonas reproductivas se utilizaron kits Elisa de diferentesproveedores.
Cabe mencionar que aun existen diferencias en la capacidad de deteccion y medicion de
algunas pruebas comerciales sobre concentraciones en fluidos fisiolégicos. Enel caso de las
alpacas, aun no hay disponibilidad en el mercado de Kits Elisa con anticuerposespecificos
para detectar diferentes metabolitos en camélidos sudamericanos, por lo que se generan
sesgos a la hora de determinar las concentraciones reales de estos metabolitos al utilizar kits
que han sido disefiados para otras especies. Se utilizé el modelo de Regresion Logistica de
Cuatro Parametros para realizar los célculos para la determinacion de la concentracion de

hormonas en todos los Kits Elisa.

En las gonadas, los esteroides sexuales desempefian un papel central en la regulacién de la
espermatogénesis, la ovogénesis, la foliculogénesis y la esteroidogénesis. En los mamiferos,
la biosintesis de estrogenos es catalizada por el proceso de aromatizacion de losandrogenos
por la enzima aromatasa P450 (Carreau et al. 2011). En la actualidad existen pocos estudios
sobre la determinacion de la concentracion de estradiol en el liquido folicular,puesto que, es
un trabajo mucho mas especifico en comparacion con el andlisis en muestrassanguineas.
Segun nuestros resultados para la determinacién de E2 en el liquido folicular seobtuvieron
valores minimos y maximos de 1217.93 + 296.58 pg/mL y 3833.57 + 105.50 pg/mL
respectivamente, siendo lamedia de 3115.34 + 940.35 pg/mL. En estudios realizadosen suero
sanguineo de alpacas hembras realizada por el Centro de Diagnostico de Salud Animal
(Semevolos et al. 2013), se obtuvieron concentraciones de 18.0 - 31.3 pg/mL en suero
sanguineo, no se especifica el método de deteccion. Otro estudio en plasma sanguineoen

animales después del parto, muestra concentraciones de 2.17 - 6.53 pg/mL, se utilizd la
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técnica de inmunoensayo de luminiscencia de la compafiia Kodak Clinical Diagnostics (Aba
et al. 1998). En un estudio sobre los efectos del comportamiento de apareamiento y el estado
ovarico folicular de las alpacas hembras en la concepcion, determind los niveles plasmaticos
de E2 de 0.32 - 9.96 pg/mL, se utilizé el kit RIA de Biochem Immunosystems Inc., (Vaughan
et al. 2003). Por su parte (Asmat 2016) para determinar la relacion entre los estadios
foliculares y los niveles de estradiol intrafolicular en alpacas utilizé el Kit RIA de la Empresa
Dia Source en el liquido folicular de diferentes diametros foliculares, se reportaronlos
siguientes niveles de estradiol correspondientes: para foliculos de 2 - 4 mm (132 £+ 11.3
ng/mL), para 5 - 6 mm (108 £ 54 ng/mL), para 7 - 8 mm (566.9 = 296.5 ng/mL), para 9 - 10
mm (367.5 = 189.9 ng/mL), para mas de 10 mm (234.8 + 54.3 ng/mL) y para foliculos
atrésicos 4.2 + 2.8 ng/mL. En un estudio realizado por (Pacheco et al. 2019) las variaciones
de la composicion bioquimica del liquido folicular de alpaca segun el estado de crecimiento
del foliculo ovérico, en el fluido folicular y utilizando el Kit Elisa de la Empresa AccuDiag,
reportaron concentraciones de 0.8 + 0.1 ng/mL, 1.91 + 0.18 ng/mL y 2.39 + 0.15 ng/mL
segun crecimiento folicular con diametros <4 mm, 5 - 7 mm y > 7 mm, respectivamente.
Otro estudio que usé suero sanguineo y el kit RIA de Diagnostic Products Corporation en
muestras de animales prefiados y no prefiados, informé concentraciones de estradiol de 0.85
+ 0.59 pg/mL y 0.68 £ 0.47 pg/mL, respectivamente (Diaz 2010). De todos los estudios
mencionados anteriormente, la concentracion en muestras de suero varia de 0.32 pg/mL a
31.3 pg/mL mientras que en el liquido folicular las concentraciones varian de 0.8 ng/mL a
566.9 ng/mL. En nuestro estudio las concentraciones obtenidas estan dentro del rango con
una media de 3.12 ng/mL. Cabe mencionar que segun nuestros resultados existe una caida
en la concentracion de E2 en foliculos con diametros mayores a 1.5 mm. Muchos factores
pueden estar involucrados en los cambios en las concentraciones de E2, desde la técnica

utilizada para la deteccidén y medicion, hasta los aspectos fisiologicos del animal.

Las concentraciones de progesterona en el liquido folicular actualmente se han
correlacionado con la calidad del ovocito, incluso el cociente E2/P4 es mejor indicador de la
maduracion del ovocito que el diametro del foliculo (Mendoza et al. 1999), ademas del papel
conocido como predictores de implantacion y embarazo (Kobayashi et al. 1991; Vanluchene
et al. 1991). En la actualidad, no existe ningun estudio relacionado con la determinacién de
concentraciones de P4 en liquido folicular en alpacas. Sin embargo, se presentan estudios
sobre muestras de sangre. En el analisis con el kit RIA de Diagnostic Products Corporation,

se obtuvieron concentraciones de P4 de 0.32 ng/mL y 3.5 ng/mL sin
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cuerpo luteo y con cuerpo luteo, respectivamente (Adams et al., 2005). En los analisis
realizados por el Centro de Diagndstico en Salud, obtuvieron concentraciones entre 0,04 —
0.82 ng/mL (Semevolos et al. 2013). Después del parto, se determinaron concentraciones
que oscilaron entre 1.26 y 8.80 ng/mL utilizando el kit RIA de Diagnostic Products Company
(Abaetal. 1998). En alpacas gestantes y no gestantes se obtuvieron concentraciones de 2.94
+ 0.11 ng/mL y 0.35 + 0.04 ng/mL, respectivamente, utilizando el Kit Elisa de Biolab
(Volkery et al. 2012). Con el kit RIA de Diagnostic Product Company, se obtuvieron
concentraciones de 0.03 ng/mL, 2.53 ng/mL, 0.47 ng/mL y 0.08 ng/mL para muestras
obtenidas de alpacas no prefiadas, prefiadas, preparto y posparto, respectivamente (Raggi et
al. 1999). En presencia del cuerpo IGteo, se obtuvieron 1.4 + 0.2 ng/ml utilizando el kit RIA
de Siemens (Norambuena et al. 2017). Segun los estudios mencionados, las concentraciones
de progesterona varian de 0.04 ng/mL a 8.80 ng/mL. En nuestro estudio se obtuvieron
concentraciones minimas y maximas en el liquido folicular de 146.49 pg/mL y 1647.07
pg/mL respectivamente, siendo la media de 827.45 pg/mL (0,83 ng/mL). Aln se requieren
mas estudios relacionados con la concentracion de P4 en el liquido folicular teniendo en
cuenta la cantidad de tejido del cuerpo lateo en el ovario, puesto que, se sabe que los cuerpos
Iuteos son productores de P4 y que estos podrian afectar las concentraciones en el liquido
folicular en las diferentes etapas de crecimiento.

Las altas concentraciones de testosterona en el liquido folicular se han asociado con una baja
calidad de los ovocitos, y en particular, con ovocitos que muestran baja ratio en fertilizacion
(Botero-Ruiz et al. 1984). A su vez, una relacion E2/T2 baja puede asociarse con atresia
folicular temprana (L6pez & Sanchez 2013). Actualmente en alpacas hembras, no existe
ningun estudio sobre la determinacién de concentraciones de T2 en liquido folicular. Sin
embargo, se presentan estudios sobre muestras de sangre. Con el kit RIA fabricado en el
Laboratorio de Endocrinologia de la Universidad de California, se obtuvieron

11.7 - 62.1 pg/mL (Gilbert et al. 2006). Mientras que los resultados obtenidos por el Centro
de Diagnostico de Salud Animal fueron 0.0 - 0.01 ng/mL (Semevolos et al. 2013). Segln los
dos estudios mencionados las concentraciones varian de 0.0 ng/mL a 0.06 ng/mL. En nuestro
estudio en el liquido folicular se obtuvieron valores minimos y maximos de 0.00 +

0.00 ng/mL y 15.80 + 0.62 ng/mL respectivamente, siendo la media de 5.88 £ 5.57 ng/mL.
Cabe mencionar que segun nuestros resultados existe una caida en la concentracion de T2
en foliculos con diametros mayores a 1.5 mm. Los niveles de testosterona en nuestros

resultados son superiores a los estudios reportados en suero sanguineo, aun se requieren mas
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estudios para determinar la concentracion de T2 en el liquido folicular para poder corroborar

nuestros resultados y determinar el umbral maximo de T2.

La hormona antimilleriana ademas de su papel més conocido en la diferenciacion sexual del
embridn (Josso et al. 2006), también tiene un papel importante como marcador molecular de
lareserva ovérica (Gamarra et al. 2014). Esta ultima funcion permite predecirla respuesta del
pool de foliculos, teniendo mayor aplicabilidad a la hora de realizar tratamientos de
superovulacion. A la fecha, no existen estudios sobre la determinacion de laconcentracion de
AMH en el liquido folicular en hembras de alpaca. Sin embargo, se presentan estudios sobre
muestras de sangre. Con el kit Elisa de AnshLab, se reportan los siguientes resultados; 370.0
—3129.0 pg/mL (Céliz 2017) y 299.0 — 2573.0 pg/mL(Zirena 2019). En nuestro estudio en
el liquido folicular los valores minimo y maximo obtenidos fueron 0.55 + 0.00 ng/mL y 1.93
+ 1.45 ng/mL respectivamente, siendo la media de 1.10 ng/mL (1100 pg/mL). Nuestros
resultados estan dentro de los niveles de los estudios reportados. Sin embargo, aun se
requieren mas estudios sobre las concentraciones de AMHen el liquido folicular de las

alpacas.

En la actualidad, no existe un criterio bien establecido para el uso de ovocitos segun el
diametro folicular en alpacas. Muchos investigadores que se dedican al cultivo in vitro no
tienen en cuenta el diametro del foliculo. Puesto que, en primera instancia, la finalidad es
rescatar todos los ovocitos independientemente de que sean viables o no. Habitualmente, los
criterios de evaluacion se dan tras la extraccion de los ovocitos del foliculo, la maduracién
in vitro y la fecundacion hasta la formacion del embrion. Algunas investigaciones sugieren
que la autonomia del ovocito para el cultivo in vitro se adquiere cuando existe una relacién
E2/P4 alta y una relacién E2/T2 baja en los foliculos (Lépez & Sanchez 2013). De acuerdo
con nuestra investigacion, proponemos que existe una alta probabilidad de obtener ovocitos
de alpaca viables para cultivo in vitro utilizando didmetros de foliculo que van desde 4 mm

hasta 10 mm.
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V. CONCLUSIONES

El presente estudio muestra que MM2 presenta mejores resultados en la maduracion
citoplasmatica, area del espacio perivitelino y anexina V. Sin embargo, la
maduracion nuclear, el didmetro del ovocito, el espesor de la zona pelicida y tincion
con yoduro de propidio no mostraron diferencias significativas entre los dos medios
de cultivo. Esto se deberia a que MM2 contiene en su composicion factor de
crecimiento epidérmico, gonadotropina corionica humana, cisteamina e insulina que
participan directa e indirectamente en la obtencién de ovocitos competentes de

alpacas.

Los niveles de E2 en el liquido folicular se encuentran en el rango informado por otros
investigadores. En foliculos mayores de 15 mm, se reportan niveles bajos de E2 y
T2. Las concentraciones de P4 y AMH en el liquido folicular en los diferentes

diametros del foliculono presentan diferencias significativas.

En los andlisis de correlacion de Pearson entre E2 y P4, E2 y AMH, P4y T2 se
encuentran correlaciones muy bajas; mientras, T2 y AMH, P4 y AMH correlaciones

bajas. Solo en el caso de E2 y T2 la correlacion es moderada.

Las proporciones E2/P4 y E2/T2 en el liquido folicular segun los didametros de los
foliculos sugieren que los ovocitos de foliculos con didmetros que van de 4 mm a 10

mm son adecuados para su uso en protocolos de cultivo in vitro.

Los animales de experimentacion que se sacrificaron y cuyos ovarios se utilizaron para
la aspiracion folicular se encontraban en diferentes etapas de sus ciclos ovaricos, por
lo quelos niveles hormonales informados corresponden a un determinado tamafio del

foliculo, no a una etapa especifica del ciclo ovarico.



VI. RECOMENDACIONES

Evaluar la suplementacion de diferentes concentraciones de factores de crecimiento,
como la proteina morfogenética Osea, factor de crecimiento epidermial, factor de
crecimientode fibroblastos, somatotropina bovina fetal, factor de diferenciacion de
crecimiento, factor de crecimiento similar a la insulina, factor de crecimiento
transformados, etc., al medio de cultivo MM2 para determinar su respuesta en el

rendimiento de los ovocitos competentes dealpacas.

Evaluar la suplementacion de diferentes concentraciones de antioxidantes como
acidoascorbico, glutation, retinol, a-tocoferol, polifenoles, carotenoides, etc., en el
medio de cultivo MM2 para determinar su respuesta en el rendimiento de los ovocitos

competentes dealpacas.

Realizar nuevos ensayos utilizando predictores de calidad de ovocitos; morfoldgicos,

celulares y moleculares antes, durante y después de su maduracion in vitro.

Continuar con los procesos de cultivo in vitro; fertilizacion in vitro y desarrollo
embrionario, generando medios estandarizados y realizando seguimientos con

predictores de calidad del cigoto hasta la obtencidn del blastocisto.

Realizar investigaciones de gendémica funcional, transcriptomica, protedmica,
metabolomica e integracion de las dmicas en la foliculogénesis de ovarios de alpacas
in vivoe in vitro con la finalidad de entender los mecanismos moleculares que
subyacen en la compleja interaccion entre el ovocito, la célula de cimulos, célula de

la granulosa, células de la teca interna y externa, entre otras.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 2. Fotografia de la cAmara de atemperamiento de ovocitos, los medios de
cultivo,medio de lavados y aceite para laboratorio a 38.5 °C



Anexo 3. Aplicacion de la tincion acetato-orceina sobre los ovocitos

Anexo 4. Fotografia de los medios de cultivo para la maduracion in vitro
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Anexo 6. Microscopio de fluorescencia para la medicion de apoptosis
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Anexo 7. Kits para determinar la apoptosis
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Anexo 8. Reaccidn de los anticuerpos monoclonales y las hormonas reproductivas
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Anexo 10. Kit de ELISA de Progesterona para determinar la concentracion de hormonas
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Abstract

Oocyte maturation Is the most critical process in in witro culture, since the oocyte acquires competence for future processes, which involve the
resumption of meiasis, epigenetic regulation, pofyspermy block, activation of the zygote, exchange of protamines to histones, deavage, cedl
polarization, embrycnic stem cell profiferation, and Implantation. Therefore, the objective of this study was to evaluate the efficiency of two
different in witro maturation media in the production of caompetent alpaca cocytes matured in wizo. The competency evaluated by morphometry and
cytoplasmic and nudiear staining techniques. Alpaca ovaries {n=44) were sourced from slaughterhouse, transported 1o laboratory In thermoses with
saline sokstion at 33-369C and subjected to folllcular aspiration andfor dissection. A total of 212 cocytes were obtained. The cocytes were selected,
randomized and distributed In one of the two experimental groups: Maturation medium 1 (MM1) and Maturation medium 2 (MM2) with three
mmpuwmmmm-mamuannamuomwhmum-ssm,mWmm
granules) and 38.55C (by thermestatic bath). Nudear maturation was assessed using acetate-orcein staining, cytoplasmic maturation using Brilkant
Cresy! Blue (BCB) staining and morphometry using Imagel Software. Nudiear maturation was classified according to the meiotic stage. Cytoplasmic
maturation was classified by the presence (BCB+) or absence (BCB-) of 8CB staining. Morphometry evaluated the measurements of the diameter and
thickness of the 2ona pellucida and perhitefline space of the cocyte. Nuckear maturation rate was evaluated in Metaphase, observing no significant
differences (P=0.082) between MM1 (46.08 £ 5.90 %) and MM2 (54.65 £ 3.00%) in this parameter. The cytoplasmic maturation rate of MM1 (67.72
4 4.50%) was sigrneficantiy lower compared to MM2 (77.61 £ 3.58) % (P=0.014). For the diameter of the oocyte, MM1 (13342 £ 14.56 um) and MM2
(136.14 £ 15.2 um) were no different (P=0.397], same for the thickness of the zona pefiucida, MMI (16.84 £ 396 um) and MM2 (16.73 £ 4.98 um)
were no different (P=0.919). For the pertviteline space area, MM1 (11018.91 + 2465.40 punv') and MM2 (2685.18 = 301688 pm”) were significantly
different (P=0.0005). In condlusion, the present study shows that the MM2 medium results are better in cytoplasmic maturation and the area of
the periviteline space. The other parameters (nudear maturation, dameter of the cocyte and thickness of the zona pellucida) were no different
between the two maturation media evaluated.

Keywords: Alpaca; In wiro oocyte matumation; Morphometry, Nuclear maturation; Cytoplasmic maturation

Introduction
One of the goals of using advanced reproductive technologies is

returns for producers and in turn, it has been the main driver for
Rescarch and Development (R&D) programs {3].

to increase the reproduction rate of breeding animals of high genetic
value. In alpacas, the use of reproductive biatechnalogy techaigues
has been minimal. These are probably due to the complex reproductive
charactenistics of alpacas at the anatomical and physiclogical level
more recently demonstrated by molecular bialogy [1] and an the
other hand, to the lack of research suppart |2]. However, in recent
decades more attention has been giving to basic and applied studies
of these technologies due to the higher recognition of the market for
the excellent quality of alpaca fiber, which generates higher economic

Alpacas and South American camelids, in general, have a low
reproductive efficiency, about 50% of the females do not produce
offspring within a year, 50% of embryos die in the first month of
gestation llland’ohd&mzks&umbmmmmaﬁamg
[1]. Therefore, a more compl derstanding of falliculog
oogenesis, estrous, ovulation imduction, formation and regression of
the Corpus Luteum {CL) that can lead 1o improvement of the quality
and viabdity of oocytes is needed |1 ]. Currently in alpacas, obtaining
embryos (n vivo by super avulation and wterine flushing has an average
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vield of 475 embryos per female [5]. The first successful i witro
embryo production in alpacas was reported the yield of 8% transferable
embryos [af morula and blastocyst stage) from slanghierhouse oocytes
im witro mabared and fertilized with frozen sperm obtained from the
epididymis [&]. A recent study shows 20.7 4+ 3 8% blastocysts rate [7]
which is a significant progress but still the ir vitro embryo production
techmology im alpacas requires further improvements compared to
other domestic species. One of the factors kmiting the development
of the in viro embrye productkon technology in alpacas is the low
availability of oocytes dse to the small number of sacrificed females
and the unigque reproductive characieristics that do ot allow the
embryo culture systenns to be directly extrapolated from other species
[8] beimg pecessary to dewelop specific protocols for maturation,
fertilization and embryonic development i vitro for alpacas.

Oacyle maturation is the mast critical process im in vitro culture,
since the oocyte acguires competence for future processes, which
imvalve the resumption of metosis, epigenetic regulation, polyspermia

Calciam stores in mature cocyie), phosphodiestersce 3 (Intracelbalar
phosphodiesterase 3 activity], glutathione (Imtracellular glutathione
level], apoptosis { Apoptosis in granulosa or in cumuolus cdls, Ratio of
B-cell Lymiphomia gene 2 (Be 1-2) to Bel-2- Associated X protein (Bax] ),
Insulin-like Growth Factor (JGF) and Insulin-like Growth Factor
Binding Protein (IGFEP) (Concentrations of KGF-1 and IGFEP-1 in
FF; BGF-LDGFEP-1 ratio in semam or FF; expresion profile of low-
molecular-weight IGPREPs (IGFEPY and IGFRPS) in FF), super family
of transforming growth factor beta (Inhibin levels in FF; activin A level
im PF; basal levels of anti-Mallerian hormaone in serum), steroids (Ratio
of oestradioltestosterone or oestradioliprogesterone) in FF; level
of nestradiol, LH, progesterone or prolactin in FF), oxidabive stress
[(Chaamtity of 8-hydroey.2 . deoxyguanasine [B-0HAG) in granulosa
cells; level of nitric coadde, lipid peroaddes, total anti-oxidant capacity
and reactive oxygen species (ROS] in FF), leptin (Leptin levels in FP
or seram ) and gene expressian profiles | Expression of hyaluromic scid
synthase 2, cyclo-oxygenase 2 and gremdin 1 in cumubas cells; relative

block, activation of the rygote, exchange of protamines to histones,
cleavage, cell polarization, embryonic stem cdl proliferation and
implamtation [9]. Oocytes can be collected from females with or
without hormaonal therapy for multiple follicular developmems, by
uhrasound -guided transvaginal follkoular aspiration known as “Ovum
Fick Up™ (P, follioular aspiration of ovaries exposed by laparotomy,
follicular aspiration through laparoscopy, or by follicular aspiration
of ovaries obtained from ewthanized animals The latter method is
where a greater number of cumulus-oocyte complexes are oblained
using sequential aspiration and dissection of the ovary [ 10]. However,

populations of preantral and antral follicles are obtained
and thase that could bave suffered mtresia and krreversible apoptotic
changes that will have reperoassions and produce a decresce in the
maturation rate (n vitro [11]. For the oocytes to achieve maturation,
all the molecular machinery must be regulated in space and time,
thus achiewing the tramsition from germinal vesicle to metaphase
IL in addition to the production and storage of transcripts for use
in fertilization and first divisions of the embryo antil activation of
rygotic genes [12]. The events that lead o obtaining a quality mature
oocyte are given by o complex and dynamic intersction betwesn the
antral follicle and the cocyte where somatic cells (theca, granulosa and
cumulus), basal lamina and Pollicular Fluid (FF) participate. During
this process, the oocyte must complete its final growih, and madear
and cytoplasmmic maturation [13]. fa wiro maturation in alpscas is
commandy carried ot by extrapolating culbare mediam from cattle bo
alpacas, generating highly varied results [14].

The application of advamced reproductive technologies such as
im witro mabaration, i witre fertilization, intracytoplasmic sperm
imjection, in vitre embryo culbure, doning and transgenics reguire
quality oocytes. Cuorrently, there are morphodogical predictors fior
the quality of the COCs (Cumalus Oocyte Complexes) such as the
compactness and thickness of the cumulas imvestment and brightness
of the coplasm; the granularity, coloration, inclision and regions of
organelle clustering of the cytoplasm; the shape of the polar hody
[roaand ws. Onvnid]; its size (large or not): sarface (smooth ve, rough);
imtactness (intact v fragmented), the thideness and crganization of the
zona pellacida, the size (enlarged or not) and the presence or absence
of particles, of the perivitelline space; the structures and characteristics
of the follide/owary {Follicle dimension; ewistence of 1 with a
foldlicle dominant or a cyst], and cellular' molecalar predictors such as
mitachondria (Mitochondrial distribanion, Adenosine Triphosphate
[ATF) and Mitochondrial DNA (mtDNA] kevels), glucose &-phosphate
dehydrogenase (GAFDH] (G&PDH  aciivity (BCB+ or BOB-D),
cabcium (Flasma membrane calciom ourrent in the immatare oocyte,

bundance of pentraxin 3 in cumulus] [15]. In alpacas, few predicbors
of oocyte quality have been used, more research is required. Therefore,
the objective af this stedy was to evaluate the selection of competent
alpaca oocytes matured én vitrg in two differemt culture media by
morphometry, cytoplasmatic, and nudear staining.

Materials and Methods
Chemical reagents and statement of ethics

All reagents used are from Sigma- Aldrich (Burlingron, USA) unless
otherwise noted. All prepared media filtered prior o use (02X gm;
Aijiren, China)l All the experimental procedures were carried out in
accordance with the Animal Ethics Committer of the Unbversidad
Mackonal del Ahiplano, complying with all the ethical principles of
animal research.

The experiment was carried out in the Puno region (aliibede 5 847
mieters above sea level, Latitude: 15+ 50028™50uth, Longitsde: 20° 1°
417 West). A cotal of 22 Alpacas (Vicugna pacos) were used, with a
body comdition soore of 3.8 + 0.52 (scale of 1-5) with ages betwesn
5.5 years. Nuclear and cyioplasmic mataration analyzes performed at
the Animal Reproduction Laboratory of the Universidad Macional 4e
Altiplano, Puno, Pena.

The alpaca ovaries (=44 ) collected from the Nusioa slaughterhouse,
Puno, within 30 mirutes after the sacrifice and then transported for 6
hours to the laboratory in thermoses at 35-36*C in a saline solution
supplemented with streptomycin (005 mgimL). At hborastory follicles
larger than 3 mm aspirated with a 200G x 1-indh nesdle attached toa 5
ml syringe and follicles smaller than 3 mm were dissected.
Maturation culture medinm

The maturation medium 1 (MMI1) prepared based on media
reporied by Tribulo [16]. MMI contains TOM- 199, 1008 (viv] fetal calf
serum, 2 pgiml 17f-estradiol, 25 pg'ml porcine Follicle-Stimulating
Hormane (pF3H) (Follropin®- V. Vetoquinol, Camada), 22 pgfml
sodiam pyruvate, 50 pg'ml of gentamicin sulfate and ImM of alamyd-
glitamine. The maturatbon mediom 2 {MM2)] prepared based on
what was reparted by Saadeldin [17]. The MM2 contains TCM- 1949,
25 mM HEPES-buffer, 2 mM NaHCOS, 10% {v'v) of fetal calf serum,
10 g/ml pFSH, 10 pg/ml Human Corionic Gonadotropin (hCG)
[(Choriomon: [BEA, Switzerland), | pggfmd. 17P-estradiol, 20 ngfml
Epidemic growth facior (EGF), 1 pg/ml. insalin, 03 pM cystesmine, 1
mbi L-glutamine, 50 pg'ml gentamicin sulfate.

Citaticn: Mallma DOH, ¥ana FWE, Durand MGF, Wisques BO, Madkie HWV [2021) Comparison of Two In wiro Maturation bedia n Thaer
Efficiency for Froduction of Competent Alpaca Docytes. | Anim 5o Res 5(2): dudod org/ 10 16565 /25 76-5457_155
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The cumulus-cocyte complexes {COC) were randomly distributed
in the two experimental groups (MM 1 and MM2) with three replicates
expetmntAﬁcrmmrumnmnﬂml.lheoocvus stripped with 1%
dase for 15 at 28.5°C under conditions of 5% CO,.
Suhsqumlv the cocytes are distribated for nuclear and cymphsnnc
maturation analyzes, as well as morphological analyzes.

Oocyte maturation

The COCs seddected using a stereomicroscope and the oocytes
that had more than one liyer of cumulus cells were selected The
212 sedected COCs assigned to each of the two experimental groups
(MM1 and MM2). Every 20-30 oocytes transferred into wells with 60
pl. of maturation medium, covered with mineral oil and cultured in
& portable incubator for 40 hours [18] under conditions of 5% CO,
(produced by effervescent granules) and 38.5¢C (using a thermostatic
bath) [19].

Morphometry of the oocytes

The oocyte dumeters, thickness of the zoma pelluada and area
of the perivitelline space of the experimental groups (MM1 and
MM2) were compared. Photographs taken with a Leica inverted
micrascope camera. The mean determined and measurements were
made with the Image] software (version 1.8.0; National Institutes of
Health) (Figure 1).

Assessment of nuclear maturation

The recovered COCs exposed 10 a 1% hyalurcaidase solation for 15
minutes at 38.5°C in 5% CO, and subjected to successive pipetting to
separate the cells from the oocyte claster. Then, the oocytes fixed with a
solutian of ethanol: glacial acetic acid (3:1) in an airtight environment
for at least 48 bours at 4°C [20]. The fived cocytes were placed from
5 to 10 oocytes between the dide and the coverslip, and a mixture of
vaseline: paraffin (2 1) placed in each corner of the coverslip. The
coverslip was lightly pressed until coatact made with the cocytes.
The staining was carried out by capillary action with a solution of 1%
orcesn in 45% acetic acid for 10 minutes. The assessment of nudear

TPZ

r

Figure 1: Morphometric analysis of Alpaca i vitro matured oocytes.
Captured images were analyzed by using Image) software to measure
the pixed distance. OD: Oocyte Diameter; TPZ: Thickness of Zona
Pellucica; PSA: Periviteline Space Area; PB: Polar Body.

maturation performed using a Leica inverted microscope (leica
Microsystems, Wetzdar, Germany, #0X). The oocytes are classified
based oo the presence of the Germinal Vesicle (VG), metaphase 1{M1),
metaphase 11 (MII} and derna'mad stractures (DG). Degenerated
0oCytes | d ch 7 e of diffuse or
undefined chromatin (Figure 2).

Assessment of cytoplasmic maturation

Denuded cocytes incubated in a 26 uM balliant cresyl blue (BCE)
solution (Toronto Research Chemdcals INC. Toronta, Canada) in
phosphate butfered saline (PBS) for 90 minutes at 38.5C in 5% CO,
[21). Assessment of cytoplasmic maturatton performed using a Leica
ioverted microscope. Oocytes classified according to the presence
(BCB +) or absence (BCB -) of BCB staining (Figure 3).
Statistical analysi

All statistical analyzes and graphs performed using the data analysis
system for Windows (GraphPad Prism version $.0.1 software and the
Microsoft Excel data analysis tool). Student’s t-test analysis performed
for cocyte diameter, zona pellucida thidkness, penvitelline space
area, nuclear and cytoplasmic maturation for the two
experimental groups. The results are presented as means + standard
deviation. A probability level of P <005 is considered statistically
significant.
Results

Effect of the two maturation culture media on oocyte mor-
phometry

The diameter of the oocytes after in vitro maturation (Figure 4) were
13542 £ 14.56 pm and 136.14 £ 1524 pym for the MMI and MM2
respectively. There were no significant differences {P<0.357) between
the groaps. On the other hand, no significant differences were observed
(P«0.919) with respect to the thickness of the zona pellucida (Figure
5) in the MMI (1684 2 3.96) pm and MM2 (16.75 £ 4.98) ym culture
medium, but there were significant differences (P<0.0005) between
the area of the perivitelline space {Figure 6) of the MM1 (1101891 £
2465.40) pm® and MM2 (S686.18 + 3016.88) pme.

Effect of the two maturation culture media on oocyte nuclear
maturation

Figure 7 shows the percemtage of nuclear maturation of cocytes
after im vitro maturation [22]. The metaphase || percentages were 46.08
+ 5.90% and 5465 £ 3.0% for the MM 1 and MM2 respectively. There
were no significant differences (P«0.088) between the two culture
mediums. The same was observed jor the percentage of metaphase
I (31.54% and 20.08%) germinal veskle (8.51% and 9.01%) and
degenerated structures (1357% and 16.26%) for MM1 and MM2
respectively.

Effect of the two maturation culture media on oocyte cyto-
plasmic maturation

Figure 8 shows the percentage of BCB + staining for cytoplasmic
oocyte maturation after in vitro maturation. There were significant
differences (P«0.014) between culture media i the percent of
cytoplasmic maturation; oocytes cultured i MM1 (67.78 £ 450 %)
had a lower cytoplasmic maturation compared to MM2 (77.61
3.58%).

Discussion

The results of the present study are the first to describe determination
of cocyte campetence according to the noclear, cytoplasmic and
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Figure 2: Classification of nudear maturation in Alpaca cocytes.
Nuclear maturation assessed using acetate-orcein staining. A) Oocyte in the germinal vesicle stage, 8) Oocyte in state of metaphase |, C) cocyte
in state of metaphase Il and D) Degenerated cocyte. GV: Germénal Veside; Mi: Metaphase |, MIl: Metaphase II; P8: Palar Body.

Figure 3: Classification of cytoplasmic maturation In Alpaca cocytes.
Cytoplasmic maturation using BCB staining. Docytes are dassified according to the presence (A) and absence (B) of BCB staining. BCB: Brifiant
Cresy! Biue, P8: Polar Body.
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No significant differences (P = 0,919} were found between the twa
exptimental groups.

morphometric changes in alpaca oocytes during in vifre maturation
comparing two different culture media The in vitre maturation period
wai 400 hours for the two experimental growps. This value was taken
scconding to previsas work an in vitro maharation in alpacas [3,23,24]
and camels [25,28], which resulted in high rates of metaphiase 11 {MII)
pocptes. Furthermore, it i closely related 1o high rates of hlastocyst
formation afier &1 vitro fertilimtion. The wse of longer periods
generates a higher rate of degenerated oocyies. The recavery of cocyies
is of great importance to carry out advanced studies in reproductive
bistechinology. There are few slaughterhouses in the world where
alpacas are slanghiered, being the Pumo region where there is the
largest population of alpacas in Peru, and the district of Nufioa the
place where the greatest quantity is slaughtered However, limited
animal material is available for laboratory experimentation. I is for
this reason that two sequential socyte collection pracedures were used
to obtain the highest possible performance, which first consists of the
aspiration of follides using 5 mL syringes larger than 3 mm and then
dissection of the ovarkes to obtain follickes smaller than 3 mm. The
apiration using only a syringe or vacwam pump {commoaly applied
in other domestic species] [27], shows a bow recovery rate in alpacas.
This is mainly mtributed to the ovary stracture of the alpacas and
camels [25]

The incubaiors wsed for dn vitre culture recreate the in v
conditions in the process of maturation, fertilizatbon and embryonic

development. Different technaological strategies have been designsd
that vary depending on the rate of embryos obiained and the sconomic
factor [28]. In previous studies camried out in our labaratory, it was
shumen. that there are no sigmificant differences between a conventional
incubator and a portable ome in obtaining bovine embryos [19].
The larter uses effervescent granules as a supply of OO (5%) and a
thermostatic bath as a temperature regulator (38.5C). Additonally,
in highlind conditkons, fluctuations in ambient temperature vary
fram -7 to 185C [29]. These extreme temperature changes make the
use of oonventional incubators less wiable than incubators with a
therminstatic bath. Since the latter response much better to sudden
ch in amb 1 rature.

dets e after i

In owur investigation o oOCyie compet:
vitro maturation according to mudear, cytoplasmic maturation and
miwrphometric, two culture media were used (MM [18] and MM2
[17]}). Im et shadies camried out in alpacas, MM i generally used for
misurabion; bowever, uniil now it wes moi known whether it was the
minst effickent maturation medium. According to our resulis, MM2 has
& higher yield than MM1 both in nudear mabaration (4608 & 5.50%
fior MM and 54.65 + 300% for MM2) and in cytoplasmic maturation
(6778 + 450 for MM and 7761 + 358 % for MM2), although only
significant differences were found in cytoplasmic maturation. On
the other hand, our results are within the range reporied by other
researchers. In alpacas, madear maturation of 65.8 £ 8.1% af 38 h [50],
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5.1 + 574 ai 32 h by syringe acpiration [7], 755 & 11.9% at 42 h [148],
57.6% using follicles larger than 2 mm, supplemented with fetal bovine
serum 10 %{viv) are reported and animals older than 11 vears [14],
64.9% + H.1%, in the presence of (1.5 pg/ml. PSH for 42 b [23], 46.9%
using 025 pgiml, 2.5 pg'mL and 15 IU/mL [31], 74.2%, 2 IU/ml of
#0G and 10 ILYmL of hCG [32]. In Hamas, 30.55 + 5.75%, 42 houars
[53]. In dromedary camels, £1.6 + 8% supplemenied with FCS 104%
[wivh at 50-32 hours [34], 61% using TCM-199 medium, oaltured at
20-42 h, slaughterhouse oocytes and u<ing the dissaction method [25],
1% at 42 b [35] In alpacas, cytoplismic mataration studies have not
vet been reported, being the first in this stedy. However, in cattle, rates
of 80.3% [36] and 77.75% have been obtained by aspirating follicles
fram 4 to 8 mm using OFL [21] Furthermare, in this same study, no
sigmificant differences were found in andmals with and without saper
ovulation treatment.

According to our morphometric studies perfirmed on cocytes
matured with two maharation media, fior the case of oocyte diameter
136,14 £ 15.24 pm and 13342 + 14.56 pm, thickness of zona pellacda
16.7% + 4.94 pm amd 16.84 + 596 pm, area of the perivitelline space
B4 LR + 501688 pm® and 1100891 + 246540 pm® using MM2
and MM respectively No reference works were found in alpacas.
However, in dromedary camelids there is a morphometric study with
nocyte diameter 14593 4 (L85 pm and 141 + 0,87 pm, the thickness of
zona pellacida 10052 +0.51 pm and 10.7% 2 038 pm, for cocyies with
first polar and degenerated bodies respectively [28]. Comparing these
studies shows that cocytes with a larger diamieter and a thinner zoma
pellacida are related to quality oocytes and a kigh fertilization rate
[57], obtaining bhetter resulis with the MM In the case of the area of
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the perivitelline space, it is known that a greater area is related toa low
fertilizatbon rate [ 38], having better oocyie quality reslts using MM2.

The differences between the culture media are due o their
composiiton and concentratbon of the reagemis used in each of the
culture media. Regarding the concentration of pFSH, there are 25 pgf
ml compared to L0 pgiml, 17p-estradial of 2 pgfml against 1 pgiml
for MML and MM2 respectively. Howeser, MM1 does not oontain
hCiG or EGF im its composition, these molecules being crucial to
obtain competent oocytes from alpacas. Simce, hCG participates
in the molecular mech of maturation amd EGF participates
im the molerular mechanism of oocyte growth. Om the other hand,
the administration of cysieamine amd imsulin im MM2 helps in
cellular deinoxification and in the energy metabolism of the oocyte.
We recommend conducting more stodies using these reagents
individually and collectively, as well as, supplementing with cytokines
such as fibroblest growth facior, insulin-like growth Gsctor, leukemia
imhibitory factor, among others. At the same time i carry out studies
of the molecular mechanisms that swhlimate the signaling of the
aforementioned molecoles. Likewise, it is rec ded to carry
ot complementary studies with prediciors of oocyte quality at the
mlecular level.

Conclusion

The present study shows that MM2 presents better resulis in the
cytoplasmic maturation and area of the perivitelline space. However,
nuckar maturation, the diameter of the oocyte and thickness of the
zona pellacd did mot show significant differences between the culture
media. This is due to the fact that MM2 contains epidermal growth
factor, buman chorionic gonadotropin, cysteamine and insalin in
its compositian that participate directly and indirectly in obtaining
campetent nocytes from alpacas.
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