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RESUMEN 

En los mamíferos, la foliculogénesis comienza en la etapa fetal y es un proceso complejo y 

dinámico que involucra la quiescencia, activación, crecimiento, la migración folicular 

basado en las interacciones con las células de la granulosa. En fetos de último tercio en 

alpacas se estima una población de folículos preantral de 80 000, que representa la reserva 

ovárica que será utilizada a lo largo de la vida reproductiva. Los mecanismos intraováricos 

que activan una pequeña cantidad de folículos primordiales es un proceso progresivo y 

altamente regulado. Siendo la alpaca una especie oriunda y de importancia económica en el 

Perú, los estudios que permitan la maximizar la conservación de germoplasma son de 

importancia para la ciencia. Por lo tanto, el objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la 

adición de Kit Ligand (KL) (100 ng/mL) y/o bpV (HOpic) (10 µM) sobre la activación y 

sobrevivencia in vitro de folículos preantrales de alpaca. Se cultivaron fragmentos corticales 

ováricos de 11 alpacas adultas durante 24 h en medio de cultivo de tejidos (α-MEM+; 

Minimum Essential Medium) suplementado con bpV y KL o la asociación de ambos. En 

cada tratamiento dos fragmentos se fijaron en paraformaldehido (4% en PBS) antes y 

después de cultivo a 4° C para la histología clásica. Los tejidos se deshidrataron en alcohol, 

se aclararon con xileno y se incluyeron en parafina, y fue seccionado en serie a 7 μm con un 

micrótomo rotatorio (Leica). Las secciones histológicas se montaron y tiñeron con 

hematoxilina-eosina. Los folículos preantrales se clasificaron según su etapa de desarrollo 

primordial, primario y segundario. Nuestros resultados muestran una reducción de folículos 

primordiales (reserva) en más del 50% en tejido folicular cultivado in vitro en α-MEM+ o 

suplementado con bpV y/o KL versus el control (no cultivado). Asimismo, un incremento 

>25% de folículos primarios en tejido folicular cultivado in vitro en α-MEM+ o 

suplementado con bpV y/o KL versus el control. Sin embargo, la tasa de sobrevivencia 

folicular evidencio un descenso del 20% en los tejidos cultivados, a excepción del 

tratamiento α-MEM+ suplementado con asociación de bpV y KL. En conclusión, la 

suplementación conjunta de bpV (10 µM) y KL (100 ng/mL) promovió la activación de 

folículos primordiales y mantuvo la sobrevivencia luego del cultivo in vitro de tejido ovárico 

de alpaca. 

 

Palabras clave: Folículos preantrales, activación folicular, sobrevivencia folicular, 

histología.
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ABSTRACT 

In mammals, folliculogenesis begins in the fetal stage and is a complex and dynamic process 

involving quiescence, activation, growth, and follicular migration based on interactions with 

granulosa cells. In fetuses of the last third in alpacas, a population of preantral follicles is 

estimated at 80,000, which represents the ovarian reserve that will be used throughout 

reproductive life. The intraovarian mechanisms that activate a small number of primordial 

follicles is a progressive and highly regulated process. Since the alpaca is a native species of 

economic importance in Peru, studies that allow maximizing the conservation of germplasm 

are important for science. Therefore, the objective of the study was to evaluate the effect of 

the addition of Kit Ligand (KL) (100 ng/mL) and/or bpV (HOpic) (10 µM) on the in vitro 

activation and survival of alpaca preantral follicles. Ovarian cortical fragments from 11 adult 

alpacas were cultured for 24 h in tissue culture medium (α-MEM+; Minimum Essential 

Medium) supplemented with bpV and KL or the combination of both. In each treatment two 

fragments were fixed in paraformaldehyde (4% in PBS) before and after culture at 4°C for 

classical histology. The tissue was dehydrated in alcohol, cleared with xylene and embedded 

in paraffin, and serially sectioned at 7 μm with a rotary microtome (Leica). Histological 

sections were mounted and stained with hematoxylin-eosin. Preantral follicles were 

classified according to their stage of primordial, primary, and secondary development. Our 

results show a reduction of primordial (reserve) follicles by more than 50% in follicular 

tissue cultured in vitro in α-MEM+ or supplemented with bpV and/or KL versus the control 

(uncultured). Likewise, a >25% increase in primary follicles in follicular tissue cultured in 

vitro in α-MEM+ or supplemented with bpV and/or KL versus control. However, the 

follicular survival rate showed a decrease of 20% in the cultured tissues, except for the α-

MEM+ treatment supplemented with an association of bpV and KL. In conclusion, the joint 

supplementation of bpV (10 µM) and KL (100 ng/mL) promoted the activation of primordial 

follicles and maintained survival after in vitro culture of alpaca ovarian tissue. 

 

Keywords: Preantral follicles, follicular activation, follicular survival, histology.
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I INTRODUCCIÓN 

 

Durante la vida reproductiva de los mamíferos, los folículos preantrales representan la 

principal reserva ovárica (Alves et al., 2018; Dipaz-Berrocal et al., 2020). Varios estudios 

han descrito la población de folículos preantrales en la corteza ovárica en humanos (Gougeon 

y Chainy, 1987) y otras especies de interés zootécnico (Silva-Santos et al., 2011; Lundy et 

al., 1999; Lucci et al., 2001), siendo los folículos primordiales las que más predominan. 

La mayoría de los folículos primordiales ováricos se mantienen en reposo (Kim, 2012), solo 

algunos de estos se activan para salir de la reserva ovárica y desarrollarse a etapas foliculares 

posteriores (Cordeiro et al., 2015). En muchas especies, existe una activación espontánea de 

los folículos primordiales (Braw-Tal y Yossefi, 1997; Hovatta et al., 1999; Silva et al., 2004; 

Haag et al., 2013), la cual también conlleva a una pérdida gradual de folículos que no llegan 

a activarse (Fortune, 2003). Estos últimos contribuyen al envejecimiento reproductivo 

femenino a la vez que resulta en un desaprovechamiento del material genético (Adhikari y 

Liu, 2009). En este contexto, la alpaca es una especie que constituye un recurso genético de 

gran importancia social, económica, cultural y científica para el Perú y para algunos países 

de la Región Andina. Por lo tanto, los estudios que permitan la conservación y mejoramiento 

de esta especie son de importancia nacional. 

Frente a este problema, el cultivo de folículos in vitro permite el uso futuro de una gran 

cantidad de ovocitos inmaduros encerrados en folículos preantrales (De Figueiredo et al., 

2019), siendo este un modelo de estudio donde se puede aprovechar para ensayar 

estimuladores potenciales que maximicen la activación folicular (Fortune, 2003). Por lo 

tanto, el uso in vitro de productos farmacéuticos estimuladores de las vías de activación 

folicular, presentan una oportunidad para minimizar la pérdida de los folículos primordiales, 

salvaguardando este material genético que se pierde in vivo de forma natural.  

Estimuladores como los bisperoxovanadios (bpV), son moléculas inhibidoras de PTEN que 

promueven la vía fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa / fosfatidilinositol- 3-kinasa 
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/ proteína quinasa B (PTEN/PI3K/AKT) (Schmid et al., 2004), la vía principal de 

señalización que coordina la activación, el crecimiento y la diferenciación de los folículos 

(Reddy et al., 2008; Jagarlamudi et al., 2009; Adhikari y Liu, 2009; Fort et al., 2019). De la 

misma forma, Kit-Ligand y relación con su receptor (kit), mantienen una función 

fundamental al promover la activación a través de la vía PI3K/AKT (John et al., 2009; Kim 

y Kurita, 2018). Además, Li et al. (2010) informaron que la adición de un inhibidor de PTEN 

y un activador PI3K en tejido ovárico da como resultado la activación del folículo primordial 

hacia los folículos preovulatorios. Sin embargo, a pesar de la importancia de la interacción 

entre el inhibidor de PTEN y Kit-Ligand, solo se ha reportado su eficacia para la activación 

in vitro de folículos primordiales en ovejas (Adib et al., 2019). 

Por lo tanto se presenta una oportunidad de extrapolar los conocimientos de activación del 

folículo primordial a otras especies de interés zootécnico, tales como la alpaca, ya que no 

existen reportes previos de cultivo in vitro de folículos preantrales en esta especie. Por lo 

tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adición de Kit Ligand y/o bpV 

(HOpic) sobre la activación y sobrevivencia in vitro de folículos preantrales de alpaca. 
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II REVISIÓN DE LITERATURA 

 

2.1 Ovogénesis 

La ovogénesis es un proceso complejo en los mamíferos que conduce a la producción de 

ovocitos funcionales, los cuales dependen del folículo ovárico y la interacción entre el 

ovocito y las células foliculares circundantes, siendo esta asociación importante para el 

proceso de activación, crecimiento y maduración de los ovocitos (Li et al., 2018). 

El proceso de formación de ovocitos se origina de células germinales primordiales que 

proliferan por mitosis originando ovogonias, estas últimas crecen para formar ovocitos 

primarios que entran en meiosis (Zhai et al., 2019). Los ovocitos progresan a través de las 

etapas de la profase I de la meiosis (leptoteno, cigoteno y paquiteno) y se detienen en la etapa 

de diploteno. Los ovocitos permanecen detenidos en la etapa de diploteno y la meiosis no se 

reanuda hasta justo antes de la ovulación en respuesta a un aumento de la hormona 

luteinizante (Pepling, 2013). 

Al empezar la etapa reproductiva (pubertad), el ovocito primario completa la primera 

división meiótica, lo que da como resultado la formación del ovocito secundario y el primer 

cuerpo polar, una pequeña célula no funcional que posteriormente degenera. La segunda 

división meiótica comienza inmediatamente con la ovulación y se completa si ocurre la 

fecundación, lo que conduce a la creación del cigoto con extrusión del segundo cuerpo polar 

(McLenan et al., 2015)(Figura 1). 

Paralelo al crecimiento ovocitario ocurre la foliculogénesis (Figura 2), donde las células del 

estroma ovárico (pregranulosas) rodean el ovocito primario para formar los folículos 

primordiales. La formación de folículos ocurre antes del nacimiento en humanos (durante el 

segundo trimestre del desarrollo fetal) e inmediatamente después del nacimiento en 

ratones (Pepling, 2006). 

Los ovocitos primarios dentro de los folículos primordiales permanecen latentes hasta la 

pubertad y luego se activan como un conjunto de folículos reclutados continuamente. Los 



 

4 

folículos primordiales dan lugar a folículos primarios en los que el ovocito aumenta de 

tamaño y las células de la granulosa aplanadas se convierten en células foliculares 

cuboidales. (Zhai et al., 2019). A medida que los folículos maduran, los ovocitos primarios 

forman la zona pelúcida y las células de la granulosa cuboidales adquieren capas adicionales, 

lo que indica la progresión a la etapa secundaria. Varios factores producidos por los ovocitos 

y las células de la granulosa y teca, como lo son el Factor de Crecimiento Diferencial 9 

(GDF-9) y la proteína morfogenética ósea 15 (BMP-15), son importantes para la progresión 

de los folículos primarios a secundarios (Gazdag et al., 2009). 

Ovogonia 
(2n) 

Ovocito Primario 
(2n) Ovocito Secundario 

(2n) 

Ovulo Inmaduro 
(1n) 

Ovulo Maduro 
(1n) 

Primer 
Cuerpo Polar 

Cuerpos 
polares (1n) 

 

Figura 2. Representación esquemática del crecimiento, capacitación y maduración de los 

ovocitos bovinos a través de la foliculogénesis (Adaptado de Mermillod et al., 1999) 

Figura 1. Representación esquemática de la ovogénesis de los mamíferos desde la ovogonia 

hasta el óvulo maduro(Adaptado de Preston et al., 2019) 
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2.2 Foliculogénesis 

La foliculogénesis es un el proceso largo y complejo que comprende el desarrollo de los 

folículos ováricos a partir de una reserva ovárica (folículos primordiales) que se 

establecieron en la etapa fetal y que termina con la ovulación o la atresia folicular (Monniaux 

et al., 2019). Los folículos ováricos contienen un ovocito y podemos diferenciarlos en dos 

grupos, los folículos dormantes (folículos primordiales) y los folículos en crecimiento 

(primarios, secundarios, terciarios y ovulatorios). A su vez, los folículos en crecimiento se 

pueden clasificar en dos fases: (i) la fase de crecimiento temprano (preantral) que 

comprenden los folículos primarios y secundarios, la cual presenta un crecimiento folicular 

independiente de gonadotropinas; y (ii) la fase de crecimiento tardía (antral) que comprende 

los folículos terciarios y preovulatorios, la cual presenta dependencia de gonadotropinas para 

el crecimiento folicular (Findlay et al., 2019). Todos los estadios del folículo se presentan 

en la figura 3. 

Figura 3. Representación esquemática de las etapas de la foliculogénesis de los mamíferos 

y su dependencia de gonadotropinas (Adaptado de Findlay et al., 2019) 

2.2.1 Primordiales (dormantes) 

Son folículos que albergan un pequeño ovocito detenido en la etapa de profase I de la meiosis 

y rodeado de células de la granulosa aplanadas (Conti y Chang, 2015) (Figura 4). Los 

ovocitos dentro de los folículos primordiales permanecen inactivos y se mantienen en este 

estado hasta morir o recibir señales de activación o inhibición de algún factor regulador 

negativo (Cordeiro et al., 2015). 
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Los folículos primordiales representan la reserva ovárica, no obstante, existen muchos más 

folículos primordiales que los necesarios para la ovulación, dado que estos pasan por una 

selección para su activación o muerte (Findlay et al., 2019). Un estricto control regula el 

proceso de activación folicular y así mantener la fertilidad durante la vida reproductiva 

(Gougeon, 1996). La muerte temprana de los folículos primordiales está relacionada con un 

número defectuoso de células de la granulosa aplanadas (Tilly, 2001) y/o fragmentación de 

ADN (Bristol-Gould et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.2 Primarios 

Los folículos primarios están constituidos por una capa de células de la granulosa cuboidales 

(Meredith et al., 2000) con presencia de zona pelúcida, que rodea al ovocito (Epifano et al., 

1995) (Figura 5). Estos folículos derivan del grupo de folículos primordiales que lograron 

activarse (Fortune et al., 2011). Para el mantenimiento de la supervivencia y desarrollo de 

los folículos primarios, son esenciales las señales autocrinas y paracrinas entre el ovocito y 

las células de la granulosa circundantes (Hornick et al. 2013). En particular, la interacción 

de Kit Ligand con su receptor kit cumple un papel fundamental en el desarrollo y 

supervivencia del folículo primario (Yoshida et al, 1997).  

a b 

Figura 4. Folículo primordial. a. Diagrama esquemático de un folículo primordial. El ovocito 

está rodeado muy de cerca por una capa simple de células foliculares aplanadas. b. 

Fotomicrografía de folículos primordiales con los ovocitos rodeados por una capa simple de 

células foliculares aplanadas (FC). A menudo, el núcleo (N) del ovocito se encuentra en una 

posición excéntrica. Se señalan dos ovocitos en los cuales el núcleo no está incluido en el 

plano de corte (X) (Ross y Pawlina, 2007). 
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En esta etapa los ovocitos comienzan a producir GDF-9 y BMP-15, ligandos de la familia 

del factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), los cuales ejercen efectos 

proliferativos en las células de la granulosa (Gilchrist et al., 2006; Otsuka y Shimasaki, 

2002). 

 

 

 

 

 

 

2.2.3 Secundarios 

Los folículos secundarios son más grandes que los folículos primarios y están constituidos 

por un ovocito primario encerrado por su zona pelúcida y rodeada por varias capas de células 

de la granulosa, además a partir de la segunda o tercera capa de células de la granulosa se 

presenta una capa de células de la teca y una lámina basal que divide estos dos tipos de 

células somáticas (Findlay, 2003) (Figura 6). Asimismo, durante la transición hacia la etapa 

secundaria las células de la granulosa se multiplican por interacción de muchas vías de 

señalización altamente interactivas, además los ovocitos experimentan un incremento en su 

volumen y finalmente, ocurre el reclutamiento y la organización de las células tecales, las 

cuales son indispensables para la esteroidogénesis (Prasasya y Mayo, 2019) 

La producción de GDF-9 por parte del ovocito continúa en la etapa primaria y secundaria, 

estimulando la proliferación de las células de la granulosa y crecimiento de folículos a etapas 

posteriores (Fenwick et al., 2013). Además, GDF-9 participa también en el reclutamiento de 

a b 

Figura 5. Folículo primario. a. Dibujo esquemático de un folículo primario. Una capa simple 

de células foliculares cúbicas rodea el ovocito en crecimiento. b. Fotomicrografía del 

folículo primario con una capa de células foliculares cuboidales (FC) bien definida que 

rodea el ovocito. (Ross y Pawlina, 2007) 
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células de la teca (Juengel et al., 2005) la cual se forma justo fuera de la lámina basal que se 

encuentra alrededor de las células de la granulosa más externas (Magoffin, 2005). 

 

 

 

 

 

 

2.2.4 Terciarios 

La formación de folículos terciarios se asocia con la proliferación continua de células de la 

teca y la granulosa, mayor vascularización de la teca y mayor agrandamiento de los ovocitos  

(Cheon, 2012) (Figura 7). Es en esta etapa en la cual el ovario funciona como un órgano 

endocrino debido al aumento de la abundancia de transcritos para el receptor de FSH (FSHR) 

dentro de las células de la granulosa, que tras la traducción a FSHR provoca que los folículos 

respondan a la FSH circulante (Camp et al., 1991). Después de la pubertad, la FSH previene 

la atresia temprana del folículo antral al regular la proliferación y diferenciación de las 

células de la granulosa (Hunzicker-Dunn y Maizels, 2006). Además, debido a la influencia 

de la FSH, se reduce el ciclo celular de las células de la granulosa y por lo tanto el periodo 

de duplicación de estas células pasa de siete días, que se requería en la etapa preantral, a solo 

unas 24 horas (Hirshfield, 1991). 

Las características de la maduración de las células de la granulosa en respuesta a la 

señalización de FSH incluyen la expresión de genes implicados en la biosíntesis de 

esteroides, que conducen a una mayor producción de estradiol y progesterona, y la expresión 

del receptor de membrana para LH (Richards, 1980).  

a b 

Figura 6. Folículo secundario. a. Dibujo esquemático de un folículo secundario que muestra 

una acumulación multiestratificada de células de la granulosa (diferenciadas a partir de 

células foliculares) que rodean el ovocito. b. Fotomicrografía del folículo secundario con 

múltiples capas de células de la granulosa (GC) que rodean el ovocito primario. La 

membrana pelúcida (ZP) está presente entre el ovocito y las células foliculares (Ross y 

Pawlina, 2007). 
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2.3 Activación y crecimiento folicular 

2.3.1 Activación de folículos primordiales 

La activación folicular se refiere al proceso por el cual los folículos primordiales dejan de 

ser dormantes e ingresan al grupo de folículos en crecimiento (Reddy et al. 2010) y puede 

darse tan pronto se forman los folículos primordiales, aunque la mayoría pasa meses o años 

en estado inactivo (Hirshfield, 1991). Esta activación se encuentra regulada por un equilibrio 

entre factores estimuladores y reguladores (Adhikari y Liu, 2009), originados en ovocito, 

folículos adyacentes y células somáticas (Guzel y Oktem, 2017).  El diagrama más más 

aceptado para esquematizar la activación folicular se presenta en la Figura 8, donde a través 

de la activación de mTORC1 en las células de la granulosa aplanadas, se logra la 

proliferación de las mismas y su diferenciación de células aplanadas hacia células de la 

granulosa cuboidales, al mismo tiempo promueve la expresión de Kit Ligand donde este 

último se une posteriormente al receptor KIT en la superficie del ovocito, lo que da como 

resultado la activación la señalización de la vía PI3K dentro del ovocito (Zhang y Liu, 2015). 

FOLÍCULO TERCIARIO 

a b 

Figura 7. Folículo terciario. a. Dibujo esquemático de un folículo terciario con un gran antro 

que contiene un ovocito incluido dentro del cúmulo ovóforo. b. Fotomicrografía de un 

folículo terciario. Nótese el gran antro (A) lleno de líquido y el cúmulo ovóforo (CO) que 

contiene al ovocito. Las células restantes que rodean la luz del antro forman la membrana 

granulosa (el estrato granuloso, SG). La superficie del ovario es visible sobre la derecha. TI, 

teca interna (Ross y Pawlina, 2007). 
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La vía PI3K es la vía intracelular principal que coordina la activación, el crecimiento y la 

diferenciación de los folículos a través de la activación de la transcripción génica o la síntesis 

de proteínas (Reddy et al, 2008; Jagarlamudi et al, 2009; Adhikari y Liu, 2009; Fort et al., 

2019). Esta vía se encuentra regulada por un balance entre PI3K y PTEN), los cuales al 

recibir estímulos que favorezcan un desbalance positivo hacia PI3K, da inicio a una cascada 

de señalización para la activación de los ovocitos en el folículo primordial (Kim y Kurita, 

2018). La producción de Kit Ligand en las células de la pregranulosa y su interacción con 

su receptor c-kit en el ovocito, ejercen una señal que estimula la señalización de PI3K 

(Driancourt et al., 2000; Li et al., 2020). Este desbalance positivo hacia PI3K generará que 

éste catalice la fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) hacia fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 

(PIP3), a su vez PIP3 ancla la quinasa 1 dependiente de fosfoinosítido (PKD1) a la membrana 

plasmática que a su vez fosforila y activa la proteína quinasa B (PKB o AKT) (Prasasya y 

Mayo, 2019). Esta AKT fosforilada tiene muchos objetivos diferentes, sin embargo, su 

acción sobre FOXO3 es la más importante por encontrarse en el núcleo de los ovocitos 

manteniendo la dormancia del folículo primordial, pero cuando es fosforilado por AKT este 

sale del núcleo conduciendo a la activación del folículo primordial (John et al., 2008; Reddy 

et al., 2008; Castrillon et al., 2003) (Figura 9). 

Células de la 

granulosa del 

folículo primordial 

Ovocitos 

dormante

Nutrición, estrés, oxigeno, energía 

y factores de crecimiento 

Folículo primordial 

seleccionado  

Los mecanismos internos de la 

activación del folículo primordial 

Folículo en crecimiento 

con ovocito activado  

Células de 

la granulosa 

Ovocito en 

crecimiento 

Figura 8. Diagrama de activación del folículo primordial en el ovario de mamífero (Adaptado 

Zhang y Liu, 2015). 
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Estos cambios moleculares para la activación folicular se transcriben en señales 

morfológicas visualizables a través de cortes histológicos de la corteza ovárica, la primera 

refiere al aumento de tamaño del ovocito (Buccione et al., 1990) y, en paralelo, la segunda 

señal muestra la transición de las células planas de granulosa, también conocidas como 

células de la pregranulosa, a células cuboidales (Meredith et al., 2000) y finalmente la 

formación de la zona pelúcida, que rodea al ovocito (Epifano et al., 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2 Crecimiento de folículos primarios 

La etapa de crecimiento de los folículos primarios se inicia inmediatamente después de la 

activación folicular, siendo durante esta etapa que los ovocitos experimentan un aumento de 

tamaño a la par del crecimiento de las células de la granulosa terminando con el 

reclutamiento y organización de las células tecales a medida que se alcance la etapa folicular 

secundaria, todo esto regulado por vías moleculares altamente complejas que se dan por una 

comunicación bidireccional entre el ovocito y las células somáticas circundantes (Prasasya 

y Mayo, 2019) (Figura 10). Estas vías moleculares altamente complejas comprenden 

moléculas de señalización, la mayoría de estas moléculas pertenecen a la superfamilia TGF- 

β (Matzuk y Burns, 2012). Esta superfamilia se divide en varios subgrupos, no obstante los 

dos grupos principales son los factores de diferenciación del crecimiento y las proteínas 

morfogenéticas óseas (GDF / BMP) y las activinas / TGF- β (Trombly et al. 2009) 

Figura 9. Diagrama de la vía de señalización de PI3K en el ovocito de los folículos 

primordiales (Adaptado de Kim y Kurita, 2018) 
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producidas respectivamente por los ovocitos y las células de la granulosa (Oktem y Urman, 

2010) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La comunicación entre las células de la granulosa para regular la proliferación de las mismas 

se da de forma paracrina por los ligandos TGF- β los cuales estimulan la proliferación de las 

células de la granulosa en ratones o la inhiben en especies zootécnicas como bovinos, ovinos 

y porcinos (Juengel y McNatty, 2005). Otro ligando importante secretado por las células de 

la granulosa es la activina la cual ejerce efectos proliferativos sobre las mismas (Li et al., 

1995). Tanto los ligandos TGF- β como las activinas ejercen la acción proliferativa a través 

de la vía de señalización SMAD, la cual actúa en el núcleo como activador de genes de la 

proliferación de células de la granulosa (McGee y Raj, 2015). 

Así como para la activación folicular, la función del kit Ligand y su receptor kit se caracteriza 

por la mediación de la interacción entre las células de la granulosa y el ovocito, mejorando 

el crecimiento (Packer et al., 1994) y sobrevivencia del ovocito (Moniruzzaman et al. 2007; 

John et al. 2009). A su vez, el crecimiento del ovocito en el folículo primario produce los 

ligandos GDF-9 y BMP-15 los cuales están estrechamente relacionados entre sí y tienen 

 Coordinación del crecimiento del 

ovocito y granulosa 

 
Proliferación de células 

de la granulosa 

 
Capas de célula 

de la granulosa 

 
Diferenciación 

de células de la 

teca 

 
Capas de célula 

de la teca 

Figura 10. Vías de señalización del crecimiento del folículo primario (Adaptado de Prasasya 

y Mayo, 2019) 
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acción cooperativa sobre las células de la granulosa estimulando su proliferación (Gilchrist 

et al., 2006). Además, se ha identificado que particularmente GDF-9 induce la diferenciación 

de las células de la granulosa a células de la teca (Liu et al. 2015). 

2.4 Control in vitro de la activación y crecimiento folicular 

2.4.1 Estimuladores de activación folicular in vitro 

En los últimos 10 años se han realizado estudios sobre la activación in vitro de los folículos 

primordiales usando diferentes niveles de bpV (HOpic) y/o Kit Ligand (KL) en diferentes 

especies de interés zootécnico como los bovinos (Spence et al., 2013; Maidarti et al., 2019), 

porcinos (Raffel et al., 2019) y ovinos (Adib et al., 2019); así como en ratones (Li et al. 2010; 

Adhikari et al., 2012; Kawamura et al., 2013; Morohaku et al., 2013)  y seres humanos 

(McLaughlin et al., 2014; Novella-Maestre et al, 2015; Grosbois y Demeestere, 2018), 

obteniendo en todos los estudios una activación de los folículos primordiales en las primeras 

24-48 horas. Tal como se muestra en el Tabla 1. 
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Tabla 1. Estudios sobre activación folicular in vitro usando bpV y/o Kit Ligand en diferentes especies en los últimos 10 años 

Autor y Año Especie Dosis Conclusión 

Kawamura et al., 

2013 
ratón 

30 μM de bpV (HOpic) + 

150μg/ml de 740YP 

Se observo activación folicular y promovió el desarrollo de los 

folículos hasta la etapa antral 

Spence et al., 2013 bovino 1, 10 o 100 mM de bpV (HOpic) 
Se evidencio activación del folículo primordial en todas las dosis de 

bpV, sin embargo la sobrevivencia de los folículos fue muy baja 

McLaughlin et al., 

2014 
humano 

No cultivado, Control Cultivado 

sin bpV (HOpic) y Cultivo con 1 

μM de bpV (HOpic) 

Se observo activación y crecimiento en el tratamiento con bpV. 

Posteriormente al aislarlos hubo poca sobrevivencia 

Novella-Maestre et 

al, 2015 
humano 100 μM de bpV (pic) 

Se observó un aumento de folículos activados y un crecimiento 

mayor a sus etapas posteriores.  

Grosbois y 

Demeestere, 2018 
humano 

30 μM de bpV (HOpic) + 

150μg/ml de 740YP 

Se demostró el efecto de bpV y 740YP contribuyendo a la activación 

de folículos primordiales. 

Maidarti et al., 

2019 
bovino 1 y 10 μM de bpV (HOpic) 

Ambas dosis de bpV activaron los folículos primordiales y 

promovieron su crecimiento. 

Raffel et al., 2019 porcino 

No cultivado, Control cultivado, 

cultivado con 1 μM de bpV 

(HOpic) 

Se observó un efecto positivo sobre la activación y crecimiento 

folicular en el cultivo con bpV (HOpic) 

Adib et al., 2019 oveja 

T0: control, T1: 15 μM de bpV 

(HOpic), T2: 100ng/ml de KL, 

T3: 15 μM de bpV (HOpic) + 

100ng/ml de KL 

Se demostró un efecto sinérgico entre bpV y Kit Ligand al promover 

la activación, crecimiento y supervivencia de los folículos hasta la 

etapa secundaria. 
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2.4.2 Estimuladores de crecimiento folicular in vitro  

En cuanto a los factores que influyen en el crecimiento del folículo primario, algunos 

estudios in vitro han demostrado que IGF-1 (Brito et al., 2012) y BMP-15 (Lima et al., 2012) 

en caprinos, FGF-2 (Sun y Li., 2013), GDF-9 (Vasconcelos et al., 2013) y Activina A (Silva 

et al., 2014) en bovinos; y Activina A en ratones (Tanaka et al., 2019) estimulan el 

crecimiento de ovocitos y la transición de folículos primarios a secundarios y superiores. Tal 

como se muestra en la Tabla 2. 

En los últimos años se ha esclarecido la función sobre el crecimiento folicular de 2 factores 

de crecimiento más importantes como lo son GDF-9 y BMP15, los cuales son secretados por 

los ovocitos y tienen como objetivo las células de la granulosa. 

Se ha demostrado que la interacción de GDF-9 como BMP-15 controla la expresión de Kit 

Ligand, el cual es esencial para el crecimiento de los ovocitos (Sanfins et al., 2018). Se ha 

demostrado que BMP-15 estimula su expresión de Kit Ligand, mientras que GDF-9 inhibe 

su expresión (Gilchrist et al., 2008). Las interacciones entre GDF-9, BMP-15 y Kit Ligand 

están reguladas por la FSH, la cual regula los niveles de expresión de estos factores (Thomas 

y Vanderhyden, 2006). Si bien Kit Ligand, GDF-9 y BMP-15 pueden desempeñar diferentes 

funciones durante el desarrollo folicular, también existen interacciones significativas entre 

estos factores las cuales se presentan a continuación en la Figura 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Crecimiento y 

sobrevivencia 

Ovocito 

Proliferación 

Luteinización 

Figura 11. Interacciones de GDF9, BMP15 y Kit Ligand durante el desarrollo de ovocitos 

y folículos (Adaptado de Thomas y Vanderhyden, 2006) 
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Tabla 2. Estudios sobre crecimiento folicular in vitro usando factores de crecimiento en diferentes especies 

Autor y Año Revista Especie Factor de crecimiento Conclusión 

Brito et al., 

2012 

Research in Veterinary Science, 

93(2), 729-732 
caprino IGF-1 

Mejora el crecimiento del folículo, la 

formación del antro, la supervivencia 

Lima et al., 

2012 

Cell and tissue research, 348(1), 

225-238 
caprino BMP-15 

Influye positivamente en la formación del 

antro, el crecimiento del folículo y mantiene 

la ultraestructura folicular 

Sun y Li., 2013 
Reproductive biology, 13(3), 

221-228 
bovino FGF-2 

Aumenta la supervivencia y el crecimiento 

de los folículos, apoya el crecimiento y la 

maduración de los folículos in vitro 

Vasconcelos et 

al., 2013 

Reproduction, Fertility and 

Development, 25(8), 1194-1203. 
bovino GDF-9 

Promueve el crecimiento folicular, la 

formación del antro 

Silva et al., 

2014 
Livestock Science, 160, 199-207 bovino Activina A 

Promueve la proliferación de células de la 

granulosa, la formación del antro y el 

mantenimiento de la morfología del ovocito 

Tanaka et al., 

2019 

The Journal of Medical 

Investigation, 66(1.2), 165-171. 
ratón Activina A 

Se aceleró el crecimiento de los folículos 

preantrales, aumentando su tamaño, estadio 

morfológico y síntesis de estradiol 
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III METODOLOGÍA 

3.1 Lugar  

El estudio se realizó en el Laboratorio de Biotecnología Reproductiva de la Universidad 

Nacional de Huancavelica y en el Laboratorio de Histología y Citología del Centro de 

Investigación en Tecnología de Embriones (CIETE) perteneciente al Programa de 

Investigación en Mejoramiento Animal de la Universidad Nacional Agraria La Molina. 

3.2 Diseño Experimental 

Se usaron los ovarios de 11 alpacas adultas donde cada par de ovarios se dividió en 10 

fragmentos corticales. Dos de las diez piezas fueron tomadas para ser parte del tratamiento 

control no cultivado, estas se fijaron inmediatamente en paraformaldehido 4% y se 

procedieron a procesar mediante histología clásica. El resto de piezas se dividió en dos piezas 

por tratamiento y se cultivaron in vitro por 24 horas. Posterior al cultivo, los fragmentos 

fueron también fijados en paraformaldehido y finalmente procesadas mediante histología 

clásica (Figura 12). 

Figura 12. Diseño experimental para evaluar los efectos de bpV (HOpic) y/o Kit Ligand en 

la activación y sobrevivencia de folículos preantrales de alpaca 
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3.3 Recuperación y preparación del tejido ovárico de alpaca 

Se obtuvieron ovarios de 11 alpacas adultas procedentes del camal municipal de 

Huancavelica, éstos se lavaron con alcohol al 70% seguido por dos lavados con Medio 

Mínimo Esencial (α-MEM) (M8042, SIGMA) suplementado con HEPES, 100 µg/mL de 

penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina. Posteriormente, las muestras se transportaron al 

Laboratorio de Biotecnología Reproductiva de la Universidad Nacional de Huancavelica en 

tubos de 50 mL a 4°C en el mismo medio. En el laboratorio se separó la corteza de la médula 

usando un bisturí (Figura 13). Los fragmentos corticales de cada par de ovarios se dividieron 

en 10 piezas con una dimensión aproximada de 3 x 3 x 1 mm3 (Anexo 1). Dos de las piezas 

tomadas al azar fueron fijadas inmediatamente en paraformaldehido como parte del 

tratamiento control (no cultivado), y el resto se dividió aleatoriamente en cada tratamiento. 

3.4 Cultivo in vitro de fragmento ovárico de alpaca 

Los fragmentos de tejido ovárico en los tratamientos se cultivaron en el medio de cultivo α-

MEM (M8042, SIGMA) suplementado con 1% ITS (10 μg/mL insulina, 5 μg/mL, 5 ng/mL 

transferrina), 0.23 mM de piruvato, 2 mM de glutamina y 1.25 mg/mL de albúmina sérica 

bovina (BSA) el cual fue llamado α-MEM+. Según cada tratamiento se le adicionó 10 μM 

de bpV (HOpic), 100 ng/mL de Kit Ligand o la asociación de ambos (Tabla 3). Cada medio 

fue incubado 1 hora antes de su uso. Los fragmentos se cultivaron durante 18 horas a 39 ºC 

con 5% de CO2 en el incubador portátil Labmix (WTA, Brasil) (Figura 14) y trasladado en 

Figura 13. Corte de fragmentos corticales de ovario de alpaca 
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el mismo incubador hacia el Laboratorio de Histología y Citología donde se traspasó las 

muestras del incubador portátil hacia una placa de cultivo de 24 pocillos (Figura 15) donde 

se cultivó por las 6 horas restantes en un incubador convencional. Cada tratamiento se repitió 

cuatro veces usando el par de ovarios de cuatro animales diferentes. 

Tabla 3. Descripción de los tratamientos por suplementos al medio de cultivo 

 

Suplementos del medio de cultivo 

a-MEM+ 
bpV (HOpic) Kit Ligand 

Tratamiento (10μM) (100ng/ml) 

No Cultivado - - - 

Tratamiento 1 X - - 

Tratamiento 2 X X - 

Tratamiento 3 X - X 

Tratamiento 4 X X X 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 14. Incubador Portatil CO2 Labmix (WTA) 
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3.5 Procesamiento histológico 

Después del cultivo, todas las muestras se fijaron en paraformaldehido al 4%-solución salina 

tamponada con fosfato (PBS, pH 7.4) por 12 horas, luego fueron colocadas en alcohol al 

70% hasta su procesamiento. El día del procesamiento los fragmentos ováricos fueron 

deshidratados en concentraciones ascendentes de alcoholes (80%, 90% y alcohol absoluto). 

Posteriormente fueron clarificados en lavados sucesivos con xilol. Por último, los 

fragmentos de tejido ovárico fueron embebidos en parafina y almacenados en refrigeración. 

Cada bloque de parafina que contiene el fragmento ovárico fue seccionado a un grosor de 7 

µm (Anexo 2). Estas secciones se montaron en láminas y teñidas con la coloración 

Hematoxilina (Figura 16). Para la evaluación, las láminas se observaron con un microscopio 

óptico (Carl Zeiss Primo Star, Alemania) a aumentos de x100 y x400 para el conteo y 

clasificación de los folículos (Ferreira et al., 2013, Nascimento et al., 2016) (Anexo 3). 

  

Figura 15. Placa de cultivo de 24 pocillos con medio de cultivo y muestras correspondientes 

a cada tratamiento 

Figura 16. de Batería de tinción Hematoxilina y Eosina 
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La clasificación del estadio folicular preantral se realizó siguiendo los lineamientos de Silva 

et al. (2004): folículos con una capa de células de granulosa aplanadas alrededor del ovocito 

fueron considerados folículos primordiales, los folículos que tuvieron tanto células de la 

granulosa aplanadas como cuboidales alrededor del ovocito se consideraron folículos 

intermedios, los folículos con una capa completa de células de la granulosa cuboidales 

alrededor del ovocito se consideraron folículos primarios y finalmente los folículos con dos 

o más capas de células de la granulosa cuboidales se clasificaron como folículos secundarios 

(Figura 17). Sólo fueron considerados los folículos con núcleo visible. Por otro lado, los 

folículos que presentaron un ovocito con núcleo picnótico, retracción citoplasmática o 

desorganización de las células de la granulosa fueron considerados como folículos anormales 

(Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
a 

 
c 

 d 

Figura 17. Microfotografías de las categorías foliculares preantrales normales encontradas 

en la corteza ovárica de alpaca. Folículo primordial (a) folículo intermedio (b) folículo 

primario (c) y folículo secundario (d). 



 

22 

 

3.6 Variables a evaluar 

Las variables a evaluar fueron: el porcentaje de folículos morfológicamente normales 

(sobrevivencia folicular), porcentaje de folículos primordiales, intermedio, primario y 

secundario (activación y crecimiento folicular). La evaluación de cada tratamiento se realizó 

en el día 0 (control no cultivado) y después de 24 horas de cultivo. 

3.7 Análisis estadístico 

Los datos fueron sometidos la prueba Kolmogorov-Smirnov para determinar la normalidad 

y al Test de Levene para la homogeneidad de varianzas, demostrando significancia para estas 

pruebas. La diferencia entre grupos se analizó mediante análisis de varianza (ANOVA), 

seguido de la prueba de Tukey. El valor de P<0.05 indicó que una diferencia fue 

significativa. Para toda la evaluación de los datos se utilizó el programa SPSS (IBM SPSS 

Statistics v2). 

 

 

  

Figura 18. Microfotografías de los folículos preantrales anormales de alpacas. Retracción 

citoplasmática (a), desorganización de las células de la granulosa (b). 
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IV RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Se analizaron 1.100 secciones histológicas de fragmentos corticales de ovarios de alpaca. 

Entre todos los tratamientos, se contabilizaron un total de 3.323 folículos preantrales los 

cuales fueron analizados para determinar la etapa de desarrollo. 

En la tabla 4 se muestran los porcentajes de folículos preantrales primordiales, transición, 

primarios y secundarios y anormales en controles no cultivados y tratamientos cultivados 

durante 24h. Después del cultivo, el examen microscópico mostró que el porcentaje de 

folículos primordiales se redujo significativamente en todos los grupos cultivados en 

comparación con el tejido no cultivado (p<0.05). A su vez, se evidencio un aumento del 

porcentaje de folículos primarios en todos los tratamientos cultivados en comparación con 

el control no cultivado. No obstante, entre los tratamientos cultivados, el grupo 

suplementado con la asociación de bpV y KL mostró una mayor proporción de folículos 

primarios (p<0.05) en comparación al grupo α-MEM+, pero la misma proporción entre los 

grupos cultivados solo con bpV y solo con KL. No se observaron diferencias significativas 

en los folículos intermedios y secundarios en el control no cultivado y los tratamientos 

cultivados. 
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Tabla 4. Distribución del promedio de los folículos preantrales normales (primordial, intermedio, primario, secundario) y anormales en 

ovarios de alpaca según tratamientos. 

a,b Letras distintas en la misma columna muestras diferencias significativas (P<0.05) 

 
Primordial, 

n (% ± SD) 

Intermedio, 

n (% ± SD) 

Primario, 

n (% ± SD) 

Secundario, 

n (% ± SD) 

Anormales, 

n (% ± SD) 

No Cultivado 447 (65.62 ± 8.50)a 70 (10.39 ± 3.66)a 58 (8.46 ± 4.11)a 5 (0.69 ± 1.03)a 100 (14.85 ± 4.51)a 

α-MEM+ 90 (14.54 ± 9.48)b 78 (12.17 ± 7.83)a 230 (35.97 ± 11.26)b 5 (0.89 ± 1.68)a 235 (36.43 ± 10.14)c 

α-MEM+ + bpV 76 (11.05 ± 7.09)b 94 (13.48 ± 9.74)a 266 (39.17 ± 10.14)bc 3 (0.44 ± 1.03)a 238 (35.86 ± 8.61)c 

α-MEM+ + KL 47 (7.71 ± 5.73)b 108 (17.29 ± 8.83)a 290 (43.67 ± 8.31)bc 2 (0.25 ± 0.56)a 204 (31.07 ± 6.62)bc 

α-MEM+ + bpV + KL 58 (8.46 ± 6.56)b 120 (17.58 ± 9.41)a 333 (49.25 ± 11.37)c 7 (1.02 ± 1.85)a 159 (23.68 ± 7.36)ab 
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No existe evidencia de estudios que evalúen la activación y sobrevivencia in vitro de 

folículos preantrales en alpacas. En este estudio se evaluó por primera vez el efecto de bpV 

y/o KL en el cultivo in vitro de folículos preantrales de fragmentos ováricos de alpaca. Los 

resultados obtenidos muestran que tanto el cultivo in vitro en α-MEM+ o suplementado con 

10 μM de bpV (HOpic), 100 ng/mL de Kit Ligand o la asociación de ambos, promueve la 

activación y sobrevivencia de los folículos. 

Estudios previos en ratones han demostrado que bpV (HOpic) da como resultado una 

activación y crecimiento de los folículos primordiales hasta la generación de ovocitos 

maduros (Li et al., 2010). En seres humanos McLaughlin et al. (2014), reportaron activación 

y crecimiento en el tratamiento con bpV (HOpic), sin embargo posteriormente al aislarlos 

hubo poca sobrevivencia por parte de estos los folículos. 

Por otro lado Kawamura et al., 2013 y Grosbois y Demeestere, 2018, probaron el efecto de 

usar el inhibidor de PTEN como lo es bpV (HOpic) y un activador de la vía PI3K como 

740YP, en ratones y seres humanos respectivamente, para ambos casos se demostró el efecto 

de bpV (HOpic) y 740YP contribuyendo a la aceleración de la activación de folículos 

primordiales.  

Los hallazgos de este estudio también concuerdan con estudios in vitro en otras especies de 

interés zootécnico como el bovino (Maidarti et al., 2019), donde activaron los folículos 

primordiales y promovieron su crecimiento a etapas posteriores. Sin embargo, esto se 

acompañó con daño del ADN tanto en los ovocitos como en las células de la granulosa. Por 

otro lado en porcinos (Raffel et al., 2019), se observó un efecto positivo sobre la activación 

y crecimiento folicular. Y finalmente, en ovinos (Adib et al., 2019) donde además de la dosis 

de bpV (HOpic) se le adicionó Kit Ligand (activador de la vía PI3K) demostró un efecto 

sinérgico entre ambos al promover la activación, crecimiento y supervivencia de los 

folículos. 

El efecto de bpV y KL se da a nivel de la vía PTEN/PI3K/AKT la cual es la vía intracelular 

principal que coordina la activación, el crecimiento y la diferenciación de los folículos a 

través de la activación de la transcripción génica o la síntesis de proteínas (Reddy et al, 2008; 

Jagarlamudi et al., 2009; Adhikari y Liu, 2009; Fort et al., 2019). Esta vía se encuentra 

regulada por un balance entre PI3K y PTEN, donde usando modelos knockout (Reddy et al., 

2008) o recibiendo estimuladores y/o inhibidores farmacológicos (Adhukari et al., 2012), 
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que favorezcan un desbalance positivo hacia PI3K, da inicio a una cascada de señalización 

para la activación de los ovocitos en el folículo primordial (Kim y Kurita, 2018) 

Los bisperoxovanadios (bpV) son moléculas derivadas de vanadato el cual actúa como un 

inhibidor reversible de las proteínas tirosina fosfatasas (PTPasas), las cuales comparten el 

mismo centro activo con PTEN, haciendo que los compuestos de bpV también inhiban 

PTEN y convirtiéndolas en un importante regulador de la vía PI3K que genere la activación 

y el desarrollo del folículo ovárico en fragmentos de tejido (Schmid et al., 2004). Así mismo, 

Kit Ligand es un promotor de crecimiento secretado por las células de la granulosa de los 

folículos primordiales y primarios y afecta a los ovocitos, la teca y las células del estroma, 

siendo también un principal promotor de la activación del folículo primordial (Truck, et al., 

2015). La activación del folículo primordial in vivo a través de Kit Ligand inicia en las 

células de la pregranulosa donde la activación de la señalización diana de complejo 1 de 

rapamicina en mamíferos (mTORC1) aumenta los niveles de KL y este se une a su receptor 

kit en la superficie del ovocito, activando así la vía PI3K antes mencionada, la cual activa el 

folículo primordial (Zhang et al., 2014). Adicionalmente a su acción como activador 

folicular, la unión de KL con su receptor kit en el ovocito actúa sobre las diferentes etapas 

foliculares regulando su desarrollo y sobrevivencia (Celestino et al., 2009). 

Estudios in vitro han demostrado a KL como una opción para complementar el medio de 

cultivo para mejorar la supervivencia y el desarrollo in vitro de los folículos preantrales 

ováricos (Celestino et al., 2009). En modelos murinos, la presencia de KL en el medio de 

cultivo inhibió la apoptosis de los ovocitos de los folículos primordiales (Jin et al., 2005). 

De la misma manera, la inhibición de la interacción de KL con su receptor kit en el ovocito 

promovió su apoptosis (Reynaud et al., 2000). 

En especies de interés zootécnico, Moniruzzaman y Miyano (2007) mostraron que el cultivo 

con KL no promovió el crecimiento ni el desarrollo folicular de tejidos ováricos de cerdos 

prepúberes, sin embargo, se obtuvo una mayor sobrevivencia folicular en el grupo tratado 

con KL. En caprinos, Lima et al. (2012), obtuvieron un alto porcentaje de folículos normales 

en los grupos tratados con KL logrando mantener la sobrevivencia folicular y promover la 

activación de los folículos primordiales. Finalmente, en ovinos Adib et al., (2019) realizaron 

un experimento donde demostró que la asociación de bpV y KL, además de promover la 

activación, redujo significativamente la cantidad de folículos anormales. 
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En este estudio también se obtuvo activación del folículo primordial con el medio α-MEM+ 

el cual no difirió significativamente en el porcentaje de activación de los tratamientos con 

los estimuladores. El medio α-MEM+ se usa para tener una referencia de la activación 

espontanea que se tiene de manera natural, sin embargo se obtuvo una alta tasa de activación. 

Celestino et al. (2010) también obtuvieron un alto porcentaje de folículos que se activaron 

en su medio de control. Esto pudo deberse a que para ambos experimentos este medio control 

fue suplementado con ITS, cuyo uno de sus componentes es la insulina. Kezele et al. (2002) 

y Junger et al. (2003), probaron que la insulina también promueve la transición del folículo 

primordial al primario a través de la inhibición de FOX3 el cual se encuentra dentro del 

núcleo cuando el ovocito está en estado primordial y es fosforilado y expulsado al citoplasma 

del ovocito cuando ocurre la activación folicular. 

 

 

 

 

  



 

 

V CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados obtenidos las conclusiones son las siguientes: 

- La suplementación con bpV (HOpic) (10 µM) y/o Kit Ligand (100 ng/mL) promovió 

la activación de folículos primordiales hacia la etapa primaria luego del cultivo in 

vitro de tejido ovárico de alpaca. 

- La suplementación conjunta de bpV (HOpic) (10 µM) y Kit Ligand (100 ng/ml) 

mantuvo la sobrevivencia de los folículos preantrales luego del cultivo in vitro de 

tejido ovárico de alpaca. 

 

 

 

 

 

 



 

 

VI RECOMENDACIONES 

Los resultados obtenidos en la investigación, permiten realizar las siguientes 

recomendaciones 

- Evaluar nuevos parámetros como pueden ser diámetro folicular y ovocitario de los 

folículos preantrales de alpaca  

- Realizar pruebas inmunohistoquímicas del tejido de corteza ovárica de alpaca con el 

fin de evaluar apoptosis celular 

- Realizar cultivos in vitro en un tiempo más prolongado (48, 72 y 92 horas) con el 

propósito de evaluar el crecimiento y desarrollo folicular.  
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VIII ANEXOS 

 

 

Anexo 1. Fragmentos corticales de ovario de alpaca 

Anexo 2. Procesamiento histológico de las muestras usando microtomo (Leica) 
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Anexo 3. Lectura de muestras en programa Labscope (ZEISS) 
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Anexo 4. Distribución de las medias de la proporción de los estadios de desarrollo de los 

folículos preantrales normales (primordial, intermedio, primario y secundario) y anormales 

en ovarios de alpaca según tratamientos. 

Descriptivos 

    

N 

Media 

Desviación 

estándar 

95% del intervalo de 

confianza para la media 

        

Límite 

inferior 

Límite 

superior 

Primordial No cultivado 11 65,62 8,501 59,91 71,33 

 T1 11 14,54 9,478 8,17 20,90 

 T2 11 11,05 7,086 6,29 15,81 

 T3 11 8,49 5,400 4,62 12,35 

 T4 11 9,31 6,243 4,84 13,77 

  Total 55 22,29 23,628 15,77 28,80 

Intermedio No cultivado 11 10,39 3,664 7,92 12,85 

 T1 11 12,17 7,828 6,91 17,43 

 T2 11 13,48 9,743 6,93 20,02 

 T3 11 17,29 8,832 11,36 23,22 

 T4 11 17,58 9,411 11,26 23,91 

  Total 55 14,18 8,393 11,91 16,45 

Primario No cultivado 11 9,30 3,169 7,03 11,57 

 T1 11 35,97 11,265 28,40 43,54 

 T2 11 39,17 10,141 32,36 45,99 

 T3 11 43,68 8,314 38,09 49,26 

 T4 11 49,25 11,370 41,61 56,89 

  Total 55 35,96 16,363 31,49 40,42 

Secundario No cultivado 11 1,89 0,712 0,76 3,02 

 T1 11 3,27 1,548 -0,57 7,12 

 T2 11 2,39 1,103 -7,52 12,30 

 T3 11 1,40 0,106 0,44 2,35 

 T4 11 2,81 2,167 -0,63 6,26 

  Total 55 2,41 1,406 1,64 3,19 

Anormales No cultivado 11 14,85 4,513 11,82 17,88 

 T1 11 36,43 10,144 29,62 43,25 

 T2 11 35,86 8,612 30,07 41,64 

 T3 11 31,07 6,620 26,62 35,51 

 T4 11 23,68 7,357 18,74 28,63 

  Total 55 28,38 11,071 25,38 31,37 
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Anexo 5. Análisis de varianza para las diferencias entre medias de los tratamientos según 

proporción de los estadios de desarrollo de los folículos preantrales en ovarios de alpaca 

 

 

 

 

ANOVA 

 

Suma de 

cuadrados 
gl 

Media 

cuadrática 
F Sig. 

Primordial 

Entre grupos 26294,417 4 6573,604 115,304 ,000 

Dentro de grupos 2736,538 48 57,011   

Total 29030,955 52    

Intermedio 

Entre grupos 442,185 4 110,546 1,644 ,178 

Dentro de grupos 3362,073 50 67,241   

Total 3804,258 54    

Primario 

Entre grupos 9818,633 4 2454,658 27,513 ,000 

Dentro de grupos 4371,614 49 89,217   

Total 14190,247 53    

Secundario 

Entre grupos 6,035 4 1,509 ,697 ,611 

Dentro de grupos 21,638 10 2,164   

Total 27,673 14    

Anormal 

Entre grupos 3664,514 4 916,128 15,508 ,000 

Dentro de grupos 2953,801 50 59,076   

Total 6618,315 54    
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Anexo 6. Prueba de Tukey para comparaciones apareadas de medias de los tratamientos 

según estadio primordial en ovarios de alpaca 

 

Anexo 7. Prueba de Tukey para comparaciones múltiples entre medias de los tratamientos 

según estadio intermedio en ovarios de alpaca 

 

Primordial 

HSD Tukey   

Tratamientos N 

Subconjunto para alfa = 0.05 

1 2 

T3 10 8,49 
 

T4 10 9,31 
 

T2 11 11,05  

T1 11 14,54  

No cultivado 11  65,62 

Sig.  ,361 1,000 

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

Intermedio 

HSD Tukey  

Tratamientos N 

Subconjunto para alfa = 0.05 

1 

No cultivado 11 10,39 

T1 11 12,17 

T2 11 13,48 

T3 11 17,29 

T4 11 17,58 

Sig.  ,254 

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 
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Anexo 8. Prueba de Tukey para comparaciones múltiples entre medias de los tratamientos 

según estadio primario en ovarios de alpaca 

 

Anexo 9. Tukey para comparaciones múltiples entre medias de los tratamientos según 

estadio secundario en ovarios de alpaca 

 

 

Primario 

HSD Tukey 

Tratamientos N 

Subconjunto para alfa = 0.05 

1 2 3 

No cultivado 10 9,30   

T1 11  35,97  

T2 11  39,17 39,17 

T3 11  43,68 43,68 

T4 11 
  

49,25 

Sig.  1,000 ,334 ,113 

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

 

Secundario 

HSD Tukey   

Tratamientos N 

Subconjunto para alfa = 0.05 

1 

T3 2 1,40 

No cultivado 4 1,89 

T2 2 2,39 

T4 4 2,81 

T1 3 3,27 

Sig.  ,590 

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 
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Anexo 10. Prueba de Tukey para comparaciones múltiples entre medias de los tratamientos 

según porcentaje de folículos morfológicamente anormales 

 

Anormales 

HSD Tukey 

Tratamientos N 

Subconjunto para alfa = 0.05 

1 2 3 

No cultivado 11 14,85   

T4 11 23,68 23,68  

T3 11  31,07 31,07 

T2 11   35,86 

T1 11   36,43 

Sig.  ,069 ,178 ,481 

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 


