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RESUMEN 

 

 
La aplicación de biotecnologías reproductivas requiere cantidades significantes de ovocitos 

maduros viables; sin embargo, existen pocos estudios utilizando indicadores de calidad 

ovocitaria. Por lo tanto, el objetivo de investigación fue determinar la influencia de los 

medios de maduración y proporción 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 solución salina a 33-36 °C y se sometieron a 

aspiración folicular. El líquido folicular aspirado según diámetro folicular fue centrifugado 

y almacenado a -20 ºC 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 maduración 

1 (MM1) y Medio de maduración 2 (MM2)) con tres repeticiones por experimento. La 

maduración in vitro se llevó a cabo en una incubadora portátil durante 40 h en condiciones 

de 5% de CO2 (producido por gránulos efervescentes) y 38,5 °C (por baño termostático). La 

maduración nuclear se evaluó mediante tinción con acetato de orceína, la maduración 

citoplasmática mediante tinción con azul de cresilo brillante (BCB), la apoptosis mediante 

la tinción anexina V/IP y la morfometría mediante Image J Software. La maduración nuclear 

se clasificó según la etapa meiótica. La maduración citoplasmática se clasificó por la 

presencia (BCB+) o ausencia (BCB-) del BCB. La apoptosis se midió según la intensidad de 

fluorescencia (%). La morfometría se evaluó midiendo el diámetro, espesor de la zona 

pelúcida y el área del espacio perivitelino del ovocito. Los resultados de las concentraciones 

hormonales fueron 3115,34 ± 940,35 pg/ml para estrógeno (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 antimülleriana (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 correlación negativa entre P4 y AMH (r = -0,265; P = 0,459). Los niveles de E2 

en el líquido folicular están en el rango informado por otros investigadores. En folículos 

mayores de 15 mm se encontraron niveles bajos de E2 y T2. Las concentraciones de P4 en 
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el líquido folicular a los diferentes diámetros foliculares no fueron diferentes (P>0.05); lo 

mismo, se observó para los niveles de AMH en el líquido folicular que no fueron diferentes 

entre folículos de diferente diámetro (P>0.05). Además, se encontraron proporciones altas 

de E2/P4 y bajas de E2/T2 en folículos que oscilaban entre 4 y 10 mm. La tasa de maduración 

nuclear en metafase II, no muestran diferencias significativas (P=0.088) entre MM1 (46.08 

± 5.90 %) y MM2 (54.65 ± 3.00%). La tasa de maduración citoplasmática de MM1 (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 diámetro del ovocito, MM1 (133,42 ± 14,56 μm) y MM2 (136,14 ± 

15,2 μm) no fueron significativos (P=0,397), lo mismo para el grosor de la zona pelúcida, 

MM1 (16,84 ± 3,96 μm) y MM2 ( 16,73 ± 4,98 μm) no fueron diferentes (P = 0,919); sin 

embargo, el área del espacio perivitelino, MM1 (11018.91 ± 2465.40 μm2) y MM2 (8686.18 

± 3016.88 μm2) presentaron diferencias significativas (P=0.0005). Se concluye que los 

ovocitos entre 4 y 10 mm podrían ser adecuados para el cultivo in vitro; además, el medio 

de cultivo MM2 presenta mejores resultados para la obtención de ovocitos viables. 

Palabras clave: Alpaca, hormonas reproductivas, maduración in vitro, ovocitos viables. 
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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 fluid aspirated 

according to follicular diameter was centrifuged and stored at -20 ºC 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 antimüllerian 

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 
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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 II 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 μm) and MM2 (136.14 ± 

15.2 μm) were not significant (P=0.397), the same for the thickness of the zona pellucida, 

MM1 ( 16.84 ± 3.96 μm) and MM2 (16.73 ± 4.98 μm) were not different (P = 0.919); 

however, the perivitelline space area, MM1 (11018.91 ± 2465.40 μm2) and MM2 (8686.18 

± 3016.88 μm2) 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. 



 

 

 

 

 

 

 

I. INTRODUCCIÓN 

 

 
Uno de los objetivos del uso de tecnologías reproductivas avanzadas es aumentar la tasa de 

reproducción de animales reproductores de alto valor genético. En alpacas, el uso de técnicas 

de biotecnología reproductiva es limitada; probablemente se deba a las complejas 

características reproductivas de las alpacas a nivel anatómico y fisiológico (Brown 2000) 

además de no disponer del suficiente financiamiento para la investigación (Trasorras et al. 

2013). Sin embargo, en las últimas décadas se ha venido prestando atención a los estudios 

básicos y aplicados de estas tecnologías 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 implementación de programas de mejoramiento genético, 

como también, programas de investigación y desarrollo (I+D) (Miragaya et al. 2006) que 

ayuden a generar mayores ingresos económicos 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 año, el 50 

por ciento de los embriones mueren en el primer mes de gestación (Fernandez-Baca et al. 

1970) y el 20 por ciento de las hembras no logran quedar preñadas después del apareamiento 

(Brown 2000). Por lo tanto, se necesita una comprensión más completa de la fisiología 

reproductiva de la alpaca sobre todo en foliculogénesis, ovogénesis, maduración del ovocito, 

el estro, la inducción de la ovulación, la formación y la regresión del cuerpo lúteo (CL) que 

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

En alpacas, la obtención de embriones in vivo mediante superovulación y lavado uterino posee 

un rendimiento promedio de 4.75 embriones por hembra (Martorell 2000). La primera 

producción exitosa in vitro reportó rendimientos de 8 por ciento de embriones transferibles 

(en estadío de mórula y blastocisto), a partir de ovocitos de matadero madurados y 

fertilizados con esperma congelado obtenido del epidídimo (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 aún la tecnología de producción de embriones 
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in vitro en alpacas requiere mejoras adicionales en comparación con otras especies 

domésticas. 

Uno de los factores que limitan el desarrollo de la tecnología de producción de embriones in 

vitro en alpacas es la baja disponibilidad de ovocitos debido al pequeño número de hembras 

sacrificadas y las características reproductivas únicas que no permiten extrapolar directamente 

los sistemas de cultivo de embriones de otras especies (Skidmore et al. 2020). Además, en el 

Perú no existen muchos mataderos legales y la frecuencia de sacrificio llega a un día a la 

semana en el mejor de los casos. El mayor lugar de beneficio de camélidos en el Perú se 

encuentra en el Distrito de Nuñoa, de la región Puno. 

La maduración del ovocito es el proceso más crítico en el cultivo in vitro, puesto que, 

adquiere competencia para procesos futuros, que implican la reanudación de la meiosis, 

regulación epigenética, bloqueo de la polispermia, activación del cigoto, intercambio de 

protaminas a histonas, clivaje, polarización celular, proliferación e implantación de células 

madre embrionarias (Plant & Zeleznik 2015). 

Los ovocitos se pueden recolectar de hembras con o sin terapia hormonal para el desarrollo 

folicular múltiple, mediante aspiración folicular transvaginal guiada por ultrasonido, 

conocida como “Ovum Pick Up” (OPU), aspiración folicular de ovarios expuestos por 

laparotomía, aspiración folicular a través de laparoscopía o por aspiración folicular de 

ovarios obtenidos de animales sacrificados, siendo este último el método con que se obtiene 

un mayor número de “complejos cúmulo-ovocito” (COCs) mediante aspiración secuencial 

usando jeringas y disección del ovario (Del Campo et al. 1994). Sin embargo, se obtienen 

poblaciones heterólogas de folículos preantrales y antrales, muchos de los cuales, podrían 

haber sufrido atresia y cambios apoptóticos irreversibles que repercutirán en una disminución 

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

Para que los ovocitos logren la maduración, toda la maquinaria molecular debe estar regulada 

en el espacio y tiempo, logrando así la transición de la vesícula germinal a la metafase II, 

además de la producción y almacenamiento de transcritos para su uso en la fecundación y 

primeras divisiones del embrión hasta activación de genes cigóticos (Kitajima et al. 2011). 

Los eventos que conducen a la obtención de un ovocito maduro de calidad están dados por 

una interacción compleja y dinámica entre éste y el folículo antral, donde participan células 

somáticas (teca, granulosa y cúmulo), lámina basal y líquido folicular (FF). Durante este 

proceso, el ovocito debe completar su crecimiento final y su maduración nuclear y 
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citoplasmática (Hennet & Combelles 2012). La maduración in vitro en alpacas se lleva a 

cabo comúnmente mediante la extrapolación de medios de cultivo de bovinos a alpacas, 

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

La aplicación de biotecnologías reproductivas avanzadas, como la maduración in vitro, la 

fecundación in vitro, la inyección intracitoplasmática de espermatozoides, el cultivo de 

embriones in vitro, la clonación y la transgénesis requieren ovocitos de calidad. 

Actualmente, existen predictores morfológicos de la calidad de los COCs (complejos 

cumulo-ovocito); como la compacidad y espesor del revestimiento del cúmulo y el brillo del 

ooplasma; la granularidad, coloración, inclusión y regiones de agrupación de orgánulos del 

citoplasma; la forma del cuerpo polar (redondo u ovoide); su tamaño (grande o no); 

superficie (lisa o rugosa); la integridad (intacto o fragmentado), el grosor y organización de 

la zona pelúcida, el tamaño (aumentado o no) y la presencia o ausencia de partículas, del 

espacio perivitelino; las estructuras y características del folículo/ovario (dimensión del 

folículo; existencia de CL con un folículo dominante o un quiste), y predictores 

celulares/moleculares. 

En alpacas, se han utilizado pocos predictores de la calidad del ovocito y aún se requiere más 

investigación en este campo. La maduración 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 de las 

hormonas en el folículo ovárico y la calidad del ovocito; para facilitar el desarrollo futuro de 

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



 

 

 

 

 

 

II. REVISIÓN DE LITERATURA 
 

 

2.1. EL OVOCITO 

 
Los ovocitos son distintos a otras células del organismo, poseen la capacidad de convertirse, 

después de la fecundación, en célula totipotente. En las diferentes especies de mamíferos 

existe variación en el tiempo de desarrollo del ovocito; sin embargo, se conservan los procesos 

básicos que gobiernan la diferenciación celular, fertilización y embriogénesis (Plant & 

Zeleznik 2015). 

 

Con respecto a su estructura, estudios de microscopia electrónica han definido en gran 

medida, la distribución de los orgánulos desde la línea germinal (Figura 1) hasta el desarrollo 

del embrión (Nicosia et al. 1977). 

 

Fuente: Adaptado de Plant & Zeleznik (2015). 

* 

   Mitocondria  

Gránulos 
corticales (Golgi) 

Proyección 
transzonal 

Núcleo 

Zona pelúcida 
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Figura 1. Estructura del ovocito 

(A) representa la organización general de los orgánulos en un folículo primario. La figura 

(izquierda) indica el núcleo centralizado y la agregación de orgánulos conocidos como el 

cuerpo de Balbiani (*). La derecha es una micrografía de inmunofluorescencia de células 

germinales dentro del cuerpo de Balbiani (verde) ubicado al lado del núcleo del ovocito (rojo). 

Tras la activación, los ovocitos entran en la fase de crecimiento de la ovogénesis. (B) resume 

las principales características ultraestructurales de un ovocito en crecimiento dentro de un 

folículo preantral observando el ensamblaje de la capa extracelular o zona pelúcida, el núcleo 

agrandado o la vesícula germinal con nucléolos prominentes (NO), complejos de Golgi 

subcorticales con gránulos corticales asociados, mitocondrias perinuclear y el desarrollo de 

microvellosidades en la membrana plasmática de los ovocitos que interactúan con las 

proyecciones de células somáticas conocidas como procesos transzonales.  

 

 

Para dilucidar los cambios metabólicos de los ovocitos se emplean técnicas in vitro, que 

permiten analizar la síntesis de proteínas y la cinética de progresión del ciclo celular meiótico 

durante su maduración in vitro (IVM); así como, establecer los términos de calidad y 

competencia ovocitaria (Wassarman & Letourneau 1976). 

 

Estudios en síntesis de ARN, describieron el papel inhibidor de 3,5-adenosina monofosfato 

cíclico (cAMP) en el arresto meiótico, descubrimiento que puso los cimientos para 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 mamíferos durante la ovogénesis 
 

Competencia Etapa adquirida Función 

Meiótica Tardío G reanudación y finalización de la 

meiosis 

Impronta Tardío G Metilación de impronta de genes 

Fusión de gránulos 

corticales 

M Bloqueo de la polispermia 

Oscilaciones de calcio M Activación del cigoto 

Pronúcleos del macho M Reducción de protaminas; cambio a 

histonas 

Clivaje PM/M Capacidad para sostener divisiones de 

blastómeros 
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Compactación PM/M Capacidad para someter a 

polarización 

celular y asignación de linaje 

Derivación de células 

madre embrionarias 

G/PM/M Capacidad para propagar células 

madre a 

partir de la masa celular interna 

Abreviaturas: G, fase de crecimiento; PM, prematuración; M, fase de maduración.  

Fuente: Adaptado     de Plant & Zeleznik (2015). 

 

Por otra parte, se ha observado el efecto materno de la ovogénesis sobre el desarrollo del 

embrión al identificarse una gran acumulación de ARN no codificante que probablemente 

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

 

El proceso de la ovogénesis comienza en el ovario fetal, después de la transición de células 

germinales primordiales a folículo primordial. Posteriormente, ingresan a la etapa de diploteno 

en la profase I de la meiosis I y permanecerá en arresto meiótico hasta que la LH produzca la 

ovulación y reanude la meiosis. La ovogénesis se divide en fase de crecimiento, pre-

maduración y maduración (Figura 2). Es importante mencionar que la ovogénesis y la 

foliculogénesis están integradas. Cada una de las fases está propensa a error nuclear (genético, 

epigenético) como citoplasmático. Desde el punto de vista del ovocito, la ovogénesis depende 

de gran medida de señales paracrinas, mientras que, las células somáticas circundantes de las 

gonadotropinas (Mermillod et al. 1999). 

Terminación del parto G/PM/M 
Capacidad para mantener la gestación 

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

Figura 2. Etapas de la ovogénesis definida en base al estado del ciclo celular del ovocito. 

La proliferación mitótica de la ovogonia ocurre en la gónada prenatal y se acompaña de la 

entrada a la profase meiótica a medida que se produce la formación del folículo y la ruptura 

del quiste ovogonico. El ciclo celular se apaga durante la fase de crecimiento de la ovogénesis 

que ocurre durante las etapas preantrales del desarrollo del folículo. Si bien se requiere FSH 

para avanzar en el desarrollo del folículo, los ovocitos permanecen en paro meiótico con una 

vesícula germinal en la etapa de prematuración. En respuesta a la oleada de LH, se libera el 

paro meiótico y el ovocito avanza a través de la maduración ovulada en la metafase dos 

etapas de la meiosis, que se mantiene hasta que la señal de fertilización provoca la 

finalización de la meiosis II. En general, la fase de crecimiento de la ovogénesis      ocurre 

independientemente de la estimulación con gonadotropina, mientras que las fases de 

prematuración y maduración requieren estimulación con gonadotropina.  

 

 

Existe evidencia del papel epigenético en la regulación del proceso de diferenciación del 

ovocito en la meiosis y en la fase de crecimiento de la ovogénesis. Por ejemplo, en la fase de 

crecimiento la expresión del factor totipotente Oct4 esta modulado por las gonadotropinas a 

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

 

Adulto 

Estado del 

folículo   Quiste Primario Secundario 
 

  Activación  

Ruptura del quiste 

Ovulo 
Vesícula germinal  

Leptoteno 
Cigoteno 
Paquiteno 
Diploteno 

Arresto meiótico 
Reanudación meiótica 

Ciclo celular activado 
Ciclo celular silenciado 

Maduración Pre-maduración Crecimiento 

Ovocito ovogonia 

Dependiente de gonadotropina Independiente de gonadotropina 
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El problema del envejecimiento y los asociados a la pérdida de calidad de ovocitos estaría 

relacionado a la inestabilidad genética en el ciclo meiótico y mitótico. Evidencias recientes 

sugieren que el ovocito en sí mismo posee un limitado potencial para rectificar alteraciones 

heredadas de forma materna y/o paterna. Los posibles vínculos externos como el estilo de 

vida, contaminación ambiental o daños en el sistema reproductivo no han podido dilucidar la 

causalidad en la incidencia del mosaísmo en el embrión (Munné et al. 1994). 

 

2.1.1. Biología celular del ovocito 

 
La característica más sobresaliente del ovocito es el tamaño. La transición entre el estado 

quiescente del folículo primordial a un folículo en crecimiento se realiza por la activación de 

genes y proteínas de los orgánulos. Los ARN y proteínas sintetizadas en la fase de 

crecimiento poseen funciones de mantenimiento, regulación del ciclo celular y 

almacenamiento (Bachvarova 1985). 

 

La fase de desarrollo del ovocito implica requisitos epigenéticos. Se ha observado 

amplificación de dimetil transferasa en la metilación del ovocito y del embrión (Howell et al. 

2001). Con el uso de la microscopía electrónica se observó la acumulación y reorganización 

de los organelos en el desarrollo del ovocito. Las mitocondrias, el complejo de Golgi, los 

gránulos corticales, entre otros, participan en el proceso de fertilización. Solo los cuerpos de 

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

A. La vesícula germinal: un núcleo especializado 

 
La vesícula germinal (GV), está localizada en el centro o en una posición excéntrica del 

ovocito, contiene prominentes nucléolos que pueden variar en número. La cromatina se 

muestra de forma condensada (heterocromatina) o difusa (eucromatina), la cual, se cree que 

posee diferentes niveles de transcripción expresadas en el desarrollo del ovocito (Figura 3). 

Además, 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 encapsulación de 

la heterocromatina ocurre en el momento de la formación del antro, consistente con la 

represión transcripcional que ocurre al final de la fase de crecimiento. Esto coincide con la 

transición de fase G2 a M del ciclo celular (Wickramasinghe et al. 1991). 
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Fuente: Adaptado de Plant & Zeleznik (2015). 

Figura 3. El núcleo inmaduro de ovocitos de mamífero o vesícula germinal (GV) 

A) ilustra la apariencia general del GV usando histología convencional; en esta sección del 

ovario del mono rhesus, el GV asume una posición excéntrica y exhibe un nucleolo 

prominente (NO). (B) es una micrografía electrónica de un GV de ovocito humano que 

demuestra los límites circulares del núcleo y la presencia de heterocromatina que rodea el 

nucleolo (NO). En muchos mamíferos, la cromatina fibrilar se puede observar como se 

muestra aquí para el mono (C) y el bovino (D); en ambos casos los bivalentes están asociados 

con el núcleo central (NO) y en el aspecto interno de la envoltura nuclear. (E) ilustra la 

lámina nuclear en un ovocito de ratón con GV que ha sido marcado con anticuerpos contra 

lamina de tipo B; la cromatina en el ovocito completamente desarrollado se superpone a la 

señal de lámina tipo B. En (F), una micrografía electrónica 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 reorganización de la cromatina en la GV se han realizado en 

estudios en ratones transgénicos. Por ejemplo, el factor de crecimiento y diferenciación 9 

(Gdf-9) que es un gen específico para ovocito. Es miembro de la superfamilia de factor de 

crecimiento transformante beta. Este gen es responsable del desarrollo del folículo pasando 

la etapa de folículo primario. En ratones que carecen de Gdf-9, los ovocitos sufren 

hipertrofia, exhiben proliferación de orgánulos deteriorados y muestran represión 

transcripcional (Carabatsos et al. 1998). Delección en el gen de unión Gap-4 (Gja-4) o 
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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 folículos mutantes son detenidos en la etapa 

preantral, consistentes con la parada de la transcripción. 

 

Se han identificados factores que están involucrados en la reorganización de la cromatina del 

ovocito, incluyendo genes específicos, genes de contacto celular, gonadotropinas y 

chaperonas nucleares. Sin embargo, aún falta dilucidar claramente la exacta remodelación 

de la cromatina y el silenciamiento transcripcional (Comizzoli et al. 2011). 

 

B. Características del citoplasma del ovocito 

 
El citoplasma del ovocito es conocido como ooplasma. Los primeros estudios se centraron 

en la identificación de los orgánulos y su funcionabilidad en el trascurso del desarrollo de la 

ovogénesis, como las mitocondrias, retículo endoplásmatico, 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 embrión y por su parte el 

genoma mitocondrial provee la herencia a la siguiente generación. En el ovocito primordial, 

las mitocondrias se encuentran en el perinucleo asociado con el cuerpo de Balbiani. Las 

mitocondrias en los ovocitos en arresto o en crecimiento poseen relativamente pocas crestas, 

se cree que es por la reducida actividad metabólica. En ovocitos en crecimiento se observa una 

amplificación aleatoria de las mitocondrias, además de una marcada polarización. 

La expansión y reubicación de las mitocondrias son afectadas también por el sistema Golgi-

lisosoma, que tiene como función el control de la biosíntesis de proteínas, de los endosomas 

y gránulos corticales. Cuando el folículo es activado, el Golgi por sí mismo, posee la función 

secretora, que incluye, las glicoproteínas para la formación de la zona pelúcida, membrana 

plasmática y para las proteínas que deben sintetizarse, procesarse e incorporarse en el sistema 

Golgi-lisosoma (Nicosia et al. 1977). 

El estudio de las laminillas anulares es poco común (Figura 4). Sin embargo, se cree que la 

función principal es de reserva de complejo de poros nucleares, las cuales, serán utilizadas 

después de la fertilización para el ensamblaje de la envoltura nuclear de los blastómeros 

(Hertig 1968). 
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Fuente: Adaptado de Plant & Zeleznik (2015). 

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

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

(A) muestra la continuidad de los poros nucleares desde la envoltura nuclear en una pila de 

láminas anulares. En (B), una sección tangencial a través de la superficie de una pila de 

laminillas anulares que revela la organización estrechamente compacta de los complejos de 

poros nucleares.  

 

Otro orgánulo son los centrosomas, se le conoce como el principal centro organizador de los 

microtubulos (MTOC), participa en la formación del huso meiótico y suministro de apoyo 

para las divisiones celulares mitóticas en las primeras divisiones del embrión. Los 

componentes proteicos principales de la MTOC, la gamma tubulina 1 y 2 (TUBG-1 y TUBG-

2) y pericentrina. Estas proteínas sufren alteraciones específicas desde la etapa de diploteno 

en GV hasta la metafase II del ciclo celular. Por esta razón se sugiere que MTOC es un 

importante indicador materno de la calidad del ovocito y del embrión (Sathananthan et al. 

2006). Por otro lado, se ha observado producción de centriolos de novo en embriones de 

conejos producidos por activación partenocarpia (Szöllosi & Ozil 1991). 

 

Además de los microtubulos, existen filamentos contráctiles constituidos por proteínas de 

actina, los asociados a la motilidad como la miosina y los filamentos intermedios que se cree 

que poseen función de rigidez dentro y entre las células. Los filamentos de actina han sido 

estudiados en el contexto de la maduración meiótica mediante el posicionamiento del huso 

meiótico, la polaridad y la extrusión del cuerpo polar. Los filamentos intermedios participan 

en el complejo de unión necesaria para la compactación y formación del blastocisto. El 

estudio de estos filamentos nos permite conocer el posicionamiento de los orgánulos, el 
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ordenamiento de los procesos de señalización en el arresto meiótico como en la reanudación 

de la meiosis durante la maduración. Existen otras proteínas que poseen funciones 

específicas en el reordenamiento de los orgánulos, como es el caso de PADI-6 que participa 

en la disponibilidad de los constituyentes ribosomales asegurando la disponibilidad en los 

procesos de traducción en el embrión (Esposito et al. 2007). En resumen, el papel del 

citoesqueleto en el mantenimiento y regulación de la organización 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 orgánulos 

y la estabilidad del oolema. Sin embargo, en el transcurso de su desarrollo, se genera cambios 

tanto en tamaño como en volumen. 

 

La matriz extracelular más estudiada es la zona pelúcida (ZP). Está constituida por 

glicoproteínas ZP-1, ZP-2 y ZP-3, las cuales, están sintetizadas, procesadas y secretadas por 

el ovocito. La función principal de la ZP es de barrera protectora dentro del folículo y 

después de la liberación en el proceso de ovulación. 

 

En la ZP existen dos proyecciones celulares que se origina en las células de las granulosa de 

forma externa llamado procesos transzonales (TZP) e interna entre el oolema (Figura 5). En 

ovocitos en desarrollo, las microvellosidades del oolema permanecen homogéneas hasta la 

maduración del ovocito. 

A medida que el ovocito llega al proceso final de crecimiento, la membrana se va 

especializando. Esto incluye la acumulación de beta-catenina y la aparición de gránulos 

secretores en la corteza citoplasmática que genera agrandamiento del ovocito. 

 

Los gránulos corticales junto con la ZP median la interacción entre el espermatozoide y el 

ovocito en la fertilización. Se conoce que los gránulos corticales acumulan gran cantidad de 

calcio y se ha observado que poseen la función de bloquear la poliespermia (Ducibella et al. 

1988). En otros estudios se ha observado el movimiento de los gránulos corticales en 

dirección del huso meiótico evidenciando los primeros signos de la polarización celular. 

 

En otras modificaciones de la membrana, se ha observado la aparición de bolsas lipídicas 

ricas en colesterol. Se cree que participan en el proceso de fertilización, así como, en la 

formación del embrión (Buschiazzo et al. 2013). 
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Fuente: Adaptado de Plant & Zeleznik (2015). 

Figura 5. Membranas y capas extracelulares en óvulos de mamíferos 

(A) es una micrografía electrónica de una sección tangencial a través de la corteza de un 

ovocito de ratón; observe la extensión de la zona pelúcida y la penetración de numerosas 

TZP. (B) es una micrografía electrónica de fractura por congelación a través del oolemma 

de un ovocito de conejo que muestra las bases escindidas de las microvellosidades y una 

unión gap solitaria. C, D y E ilustran la disposición de ZP3 (C), beta-catenina (D) y CXN 37 

(E) detectados inmunocitoquímicamente en secciones de ovario de ratón adulto.  

 

2.1.2. La fase de crecimiento de la ovogénesis 

 
A. Patrones de expresión génica 

 
El control de regulación de los patrones de expresión génica nos permite dilucidar la 

integración que existe entre folículo y ovocito, asegurando las competencias que debe 

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

 

Los avances en la era genómica y el desarrollo de nuevas estrategias como la ingeniería 

genética han impulsado el descubrimiento de redes génicas en las primeras etapas de la 

ovogénesis; identificando, caracterizando y conociendo las funciones de genes específicos 

(Pangas & Rajkovic 2006). 
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Uno de los genes más estudiados en el principio de la foliculogénesis es el Nobox, que codifica 

la proteína homeobox de ovario de recién nacido. Es un regulador central del ensamblaje 

folicular y de genes involucrados en la línea germinal materna. El gen Nobox es un factor de 

transcripción que regula promotores de los genes Gdf-9 y Pouf-51. Otros factores de 

transcripción involucrados en la diferenciación del ovocito son Sohlh-1, Sohlh-2 y Lhx-8 

(Pangas & Rajkovic 2006). 

 

Los genes involucrados en la foliculogénesis primaria específicos de ovocito son Bmp- 15 y el 

Gdf-9. Se ha observado en knockout Gdf-9, el bloqueo temprano de la etapa folicular primario 

y crecimiento aberrante del folículo. Por su parte, knockout del gen Bmp-15, evita que el 

folículo primario pase a la etapa de folículo secundario. 

 

En estudios transcriptómicos de una sola célula realizados a ovocitos pre-antrales y antrales 

se observó la expresión de genes como Nobox, Oct-4, Bmp-15, Gdf-9, Oogenesin- 1 y 

Oogenesin-2. Estos genes estarían involucrados en el desarrollo del ovocito a la etapa antral. 

Puesto que, al final de la fase de crecimiento (etapa de metafase II), la expresión de estos 

genes disminuye, obteniendo valores similares a la etapa de ovocito primordial (Monti & Redi 

2009). 

 

Los estudios en la regulación génica del ovocito en la etapa de crecimiento, pre- maduración 

y maduración en la ovogénesis, y los posteriores eventos de fertilización y embriogénesis 

son temas de discusión académica. Entender los procesos de transcripción, traducción y las 

modificaciones postraduccionales, así como, su eminente degradación en espacio y tiempo 

revela la complejidad de la regulación génica. La adición de agentes exógenos como las 

gonadotropinas y los estudios in vitro modifican completamente los patrones de expresión. 

Sin embargo, estos estudios nos permiten dilucidar los patrones de calidad del ovocito y del 

embrión (Paczkowski et al. 2011). 

 

Uno de los métodos celulares usados en la regulación génica es la metilación de promotores 

específicos de genes. Este papel es asumido por la familia de dimetiltransferasas. En estudios 

reciente realizados en ratones, se ha observado patrones de desmetilación y remetilación 

(Figura 6). La metiltrasferasa es responsable de la metilación de citosina en el genoma del 

ovocito y se han descrito tres tipos Dnmt3a, Dnmt3b y Dnmt3L, se expresan en patrones 

temporales durante la fase de crecimiento de la ovogénesis. Adicionalmente, se ha descrito 

Dnmt1o, participa en la remetilación de genes cigóticos (Cirio et al. 2008). 
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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 

metilación del ADN que comienzan durante la fase de crecimiento de la ovogénesis y 

terminan en algún punto del folículo preovulatorio. La acetilación de histonas en los ovocitos 

en desarrollo sigue un curso de tiempo similar al de la metilación del ADN, mientras que se 

informa que la metilación de histonas ocurre después de la fase de crecimiento. Los datos se 

basan principalmente en estudios en el ratón.  

 

Los estudios de genes de efecto materno están en constante descubrimiento (Tabla 2). Se sabe 

que, desempeñan función después de la fertilización en procesos genéticos y epigenético y 

son usados como marcadores de calidad embrionaria. En esta categoría tenemos a genes 

como Tubg-1, Stella, BRG-1, Basonuclina (Ma et al. 2006). En estudios recientes sobre 

Ring-1 y Rnf-2, se demostró la participación en el complejo Polycomb- repressive 1 (PRC-

1), posee función de remodelación de la cromatina en la ovogénesis y embriogenesis (Posfai 

et al. 2012). 

Finalmente, para añadir un nivel de complejidad al estudio de la expresión génica en el 

ovocito, se debe mencionar el descubrimiento de siRNA, miARN y lncARN, muchos de 

cuales participan en las regulaciones postranscripcionales de los ARNm (Luense et al. 2009). 

El entendimiento de los mecanismos que subyacen en la expresión génica apenas se está 

dilucidando. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
   Metilación del ADN  

   Acetilación de histonas  
 

   Metilación de histonas  
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Tabla 2. Genes de efectos maternos identificados en ovocitos de mamíferos 
 

Nombre Función de la proteína Defecto embrionario 

Mater (NLRP5) Potenciador de la transcripción Bloqueo de 2 células 

Tle6 Potenciador de la transcripción Bloqueo de 2 células 

Zar1 Desconocido Bloqueo de 1 célula 

Padi6 Peptidil arginina deiminasa Bloqueo de 2 células 

Filia Desconocido Retraso del ciclo celular 

 

Floped (Ooep) 

 

Desconocido 
Retraso del ciclo celular; 

clivaje anormal 

Tubg1 Nucleación de microtúbulos Bloqueo del blastocisto 

 

Dnmt1o 

 

DNA metiltrasferasa 1 
Bloqueo de la 

compactación 

 

Stella (Dppa3) 

 

Mantenimiento de la metilación 
Bloqueo de la 

compactación 

 

Npm2 
Nucleoplasmina 2 (remodelación 

de la cromatina) 

 

Bloqueo de 2 células 

Ring1, Rnf2 Represión transcripcional Bloqueo de 2 células 

Spindlin Desconocido ZGA 

BRG1 Desconocido ZGA 

Basonuclin Organizador nucleolar Bloqueo de 2 células 

TBP-2 Proteína de unión a TATA Desconocido 

Abreviaturas: MATER, antígeno materno que requieren los embriones; DNMT1O, isoforma 

específica de ovocitos de dimetil transferasa; ZGA, activación del gen cigótico.  

Fuente: Adaptado de Plant & Zeleznik (2015). 

 

B. Regulación de la síntesis de proteínas 

 
Los productos de la traducción siguen patrones temporales al igual que los ARN. Sin 

embargo, el estudio de las proteínas es más compleja que los ARN. Participan en todo el 

proceso de señalización, en la formación de estructuras como el citoesqueleto o en la 

formación de entidades macromoleculares como los orgánulos, así como, en otras funciones 

esenciales (Bachvarova et al. 1981). 

 

Las proteínas más estudiadas en la ovogénesis son las involucradas en la regulación del ciclo 

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

embrionaria (Bultman et al. 2006). 

 

Una de las primeras proteínas estudiadas en el mecanismo de regulación translacional es la 

ciclina B. participa en la regulación que impulsa la progresión de la fase G2 a la M del ciclo 

celular. Actualmente, se sabe que el ARNm de la ciclina B requiere modificaciones en la 

región no traducida 3`, ya que, controla la interacción al elemento de unión de 

poliadenilación citoplasmática (CPEB) que al ser fosforilada coordina el inicio de la 

traducción (Tay et al. 2000). 

 

Muchos de los ARNm que son utilizados en la transición de fases son sintetizados y 

almacenados anticipadamente. Sin embargo, se ha observado síntesis de genes de novo y por 

consiguiente síntesis de proteínas de novo que participan en la descomposición de la vesícula 

germinal (GVBD) muchos de los cuales basados en la actividad kinasa y fosfatasa 

(Léavesque & Sirard 1995). 

 

Con los nuevos estudios transcriptómicos y proteómicos, se descubrirán nuevos niveles de 

complejidad en el control de la traducción de proteínas en el proceso de la ovogénesis. A su 

vez, permitirá conocer las condiciones para el uso en cultivo in vitro, como también, la 

etiología del envejecimiento y aneuploidía del ovocito (Mortensen et al. 2011). 

 

C. Modificaciones postraduccionales de proteínas 

 
Las modificaciones postraduccionales de proteínas (PTM) en ovocito, se han enfocado en 

estudios de las alteraciones de la función de las proteínas en la transición del ciclo celular. Sin 

embargo, estos estudios siguen siendo descriptivos, es decir, basados en el uso mediante 

detección por anticuerpos específicos. Muchos de estos anticuerpos varían en sensibilidad y 

especificidad, por lo que generalmente se utilizan para realizar cambios en la localización de 

la proteína diana. 

 

D. Modulación epigenética del genoma 

 
En el campo de la epigenética, los estudios en el cambio expresión genética no se basan en las 

alteraciones de la secuencia de nucleótidos del gen. Por lo que, los estudios se basan en la 

acumulación de enzimas involucradas en la metilación de promotores genéticos durante el 

proceso de la ovogénesis. Con el estudio de la comprensión 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 biología del ovocito. Actualmente, 

con el descubrimiento de las enzimas Tet-3 de línea germinal materna, que posee la función 

de hidroxilación del 5-metilcisteína genera la reprogramación del genoma en el ovocito y 

posterior fertilización (Gu et al. 2011). 

 

E. Coordinación de la ovogénesis con la foliculogénesis 

 
La ovogénesis y la foliculogénesis se integran mediante la comunicación entre células dentro 

del folículo. La comunicación se da por rutas de señalización mediante comunicación directa 

vía unión gap hasta mecanismos de retroalimentación paracrinas donde está implicado los 

factores de crecimiento. 

 

La activación de rutas de señalización en las células de la granulosa (GC) como en el ovocito 

alteran la expresión génica, el estado del ciclo celular y por consiguiente la supervivencia. Se 

sabe que, los ovocitos influyen en la proliferación de GC, aumenta la expansión del cumulo 

inducido por el FSH, suprime la expresión del receptor de LH, mantiene la cooperación 

metabólica y modula la activación del mitógeno de la protein kinasa de las células del cumulo 

(ERK1/2) (Su et al. 2003). 

 

La estabilidad de ovocito dentro del folículo está dada por la acumulación de la matriz de 

hialuronato (Canipari et al. 1995). Las GC son de dos tipos. Aquellos que están en contacto 

con el ovocito llamado cúmulos y los que están en la frontera del folículo. Estos últimos son 

precursores de las células luteales que producirán progesterona después de la ovulación. Por 

su parte, las células de los cúmulos generan el soporte metabólico durante el crecimiento y 

maduración del ovocito. 

La modulación del transporte de calcio afecta la supervivencia del ovocito a través de la 

caspasa-2. Otros factores secretados por el ovocito que participa en el desarrollo folicular son 

GDF-9 y BMP-15 (Husseinetal 2006). Por su parte. La adquisición de la competencia 

meiótico está estrictamente ligada con el tamaño del ovocito (Hirao et al. 1993). Se debe 

tomar en cuenta que un exceso en gonadotropinas inhibe o retrasa la adquisición de la 

competencia meiótico por deficiencia en la cooperación metabólica. 

 

El evento de señalización provocada por el aumento de la LH, se inicia por la producción de 

novo del factor de crecimiento epidérmico (EGF) por parte de la GC provocando el cierre 

selectivo de uniones Gap como resultado de la fosforilación de conexina-37 por las MAP-

kinasa. Tanto, la modulación del monofosfato de guanosina cíclica (GMPc) y EGF apoya el 
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inicio y el mantenimiento de la progresión meiótico (Hsieh          et al. 2011). 

 

2.1.3. Fase de maduración de la ovogénesis 

 
Para plantear el escenario de la maduración del ovocito primero se debe adquirir toda la 

maquinaria molecular para la transición de la etapa G2 a M. Segundo, producción y 

almacenamiento de transcriptos para su uso después de la fertilización. Tercero, crecimiento 

de la GV. 

 

La regulación de la fase de maduración dura desde horas a días. La maquinaria molecular 

está regulada en espacio y tiempo. El control de la regulación de la maduración del ovocito 

es importante para la fertilización y embriogénesis hasta que se activen los genes cigóticos. 

 

La transición de la meiosis a la mitosis requiere poseer el uso meiótico intacto en la metafase 

II, solo así, se activará la maquinaria de degradación de la ciclina B. Este estudio demuestra 

el papel espacio-temporal del citoesqueleto en la maduración del ovocito (Kitajima et al. 

2011). Los estudios de maduración in vitro nos permiten dilucidar y comprender de una 

forma indirecta los mecanismos que subyacen la maduración del ovocito in situ. 

A. Huso meiótico 

 
El huso meiótico es una de las estructuras principales en la segregación de los 

cromosomas en el anafase de la meiosis I y II. El huso está anclado a la corteza del ovocito 

desde donde se despliega las proteínas 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 progresión meiótica 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 organización de huso han sido asociados con la 

aneuploidía. Actualmente, se utiliza agentes químicos como la fosfodiesterasa en la 

sincronización 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 extrusión de los cuerpos polares. La extrusión del ovocito cumple dos 

funciones vitales en la maduración del ovocito. Primero, la restricción espacial de las fuerzas 

contráctiles para la formación de ambos cuerpos polares garantice la segregación de 
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subproductos cromosómicos en el anafase I y II. Esto garantiza la expulsión de los cuerpos 

polares. Segundo, el pequeño tamaño de los cuerpos polares garantiza la retención de la 

mayoría de los componentes moleculares y orgánulos que serán destinados al consumo y 

utilización del cigoto (Longo 1987). 

 

En estudios en ratones, se cree que la kinasa FYN inhibe la reorganización de huso y de la 

citocinesis (McGinnis et al. 2009). Otro estudio sugiere que la proteína 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 acumulación en el retículo 

endoplásmatico como en otros orgánulos posee un impacto a largo plazo en la calidad del 

ovocito. Se ha documentado el papel del ion zinc en la progresión del ciclo celular meiótico 

probablemente juega un papel importante en la regulación del citoesqueleto del ovocito 

(Bernhardt et al. 2011). 

En los ovocitos enucleados preparados para la transferencia nuclear de células somáticas el 

centro organizador de microtubulos es detenido. Esto asegura la herencia de los centrosomas 

maternos en los embriones reconstruidos. Este suceso genera la unión de centrosomas del 

núcleo somático donador y del ovocito enucleado. Los citoesqueletos basados en actina y los 

basados en tubulinas impulsan la fase madurativa y las interacciones entre estos componentes 

parecen estar unidas a la familia de las forminas (Verlhac & Breuer 2013). 

 

2.2. MADURACIÓN IN VITRO DE OVOCITOS 

 
Los ovocitos de mamíferos dependen del ambiente folicular para una maduración adecuada. 

Los ovocitos y los folículos tienen interrelaciones similares a la simbiosis. El folículo pierde 

su competencia cuando se produce la ovulación (Hatırnaz et al. 2018). 

 

El desarrollo folicular como la reanudación meiótica es influenciada por el medio folicular 

al ser alterado por el pico de LH, iniciando la maduración del ovocito. Se sabe que, la 

condensación de la cromatina se inicia en el paso del folículo preantral a antral. Además, el 

factor de diferenciación del crecimiento (GDF-9) y la proteína morfogenética ósea (BMP- 15) 

secretada por el ovocito posee funciones de regulación de proliferación de GC, por lo que, 

el ovocito dirige su propia maduración nuclear y citoplasmática mediante comunicación con 

las GC (Otsuka et al. 2011). 
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En los medios de maduración in vitro (IVM) se sugiere incluir la utilización del fluido 

folicular, análogos de la LH y la FSH al medio de cultivo (Ge et al. 2008). Se cree que estas 

adiciones influyen directamente en la maduración nuclear pero no en la maduración 

citoplasmática. En otros estudios, se sugiere añadir albumina sérica a los medios de cultivo. 

Actualmente, imitar un medio de cultivo en entorno folicular es la mejor manera de conseguir 

un IVM estándar. Se debe tomar en cuenta que los medios de cultivo varían de concentración 

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

 

En estudios morfológicos de los ovocitos se han registrado dos tipos de GV; los que están 

rodeando por el nucléolo (SN) y los que no están rodeados por el nucléolo (NSN). Se ha 

demostrado que SNGV que posee heterocromatina rodeando el núcleo posee mayor 

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

El medio de cultivo base más utilizado es TCM-199 pero no es suficiente para una 

maduración 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 maduración nuclear, sin embargo, la 

maduración del citoplasma ha obtenido resultados desfavorables. En IVM se ha observado 

errores en la alineación de los cromosomas y de la estructura de huso meiótico. Por otro lado, 

en estudios de los componentes de materiales de plásticos utilizados en IVM como el 

bisfenol-A, se cree que posee un efecto desfavorable en la formación de la metafase II y 

sobre el aumento de la tasa de degeneración de ovocitos (Machtinger et al. 2013). 

 

2.2.1. Cambios estructurales del ovocito en IVM 

 
En estudios sobre la activación de la meiosis mediada por esterol (MAS), se demostró la 

influencia positiva sobre la morfogénesis del ovocito y la maduración 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 

maduración y en la reanudación meiótica (Shu et al. 2008). 

 

En el estado de ruptura de la vesícula germinal (GVBD), las microvellosidades que rodean 

el ovocito en metafase I son muy comunes y de gran tamaño. En metafase II, se ha observado 

mayor apoptosis y reducción 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 electrónica en metafase II, se reveló ciertas características 

morfológicas como zona pelúcida fibrilar y densa, espacio perivitelino uniforme, oolema 

continuo y microvellosidades distribuidas uniformemente. En estudios de distribución 

mitocondrial se observaron tres tipos de patrones; periférico, semiperiferico y 

uniformemente difuso. Los ovocitos en la pre-IVM obtuvieron patrones de distribución 

periférica y los post-IVM patrones de uniformemente difuso. En los ovocitos maduros in 

vivo mostraron distribución central. Por otro lado, se ha observado que la melatonina estaría 

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

En ovocitos maduros utilizando IVM, fertilizados e implantados in vivo, mostraron 

disminución significativa de los ARNm a comparación de ovocitos madurados in vivo. 

Específicamente, se observó una disminución de los ARNm de implantación, generando la 

pérdida del embarazo (Coticchio et al. 2015). 

 

2.3. FLUIDO FOLICULAR Y CALIDAD DEL OVOCITO 

 
La evaluación de la calidad de los ovocitos se está convirtiendo en el objetivo principal de la 

embriología utilizando FIV. Puesto que, los estudios de FIV clásica no incluían la evaluación 

de la calidad de los ovocitos. La predicción de la calidad de los ovocitos está dada por los 

análisis morfológicos, análisis de genes marcadores tanto en el ovocito como en las células 

de la granulosa, y de los análisis de defectos cromosómicos suscitados en el ovocito (Dawson 

et al. 2006). 

 

El fluido folicular (FF) del folículo está constituido por constituyentes de plasma sanguíneo 

y compuestos secretados por las células de la granulosa y la teca. Es razonable pensar que 

las características bioquímicas 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 antiapoptóticos, 

proteínas, péptidos y aminoácidos, azucares y prostanoides (Revelli et al. 2009). 
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2.3.1. Hormonas 

 
A. Gonadotropinas 

 
La concentración de gonadotropinas FSH y LH en el FF se ve afectada por la secreción 

hipofisaria. Sin embargo, en FIV los niveles de gonadotropina son constantes. Se ha 

informado que concentraciones altas de FSH, CG y LH, promueven la maduración del 

ovocito y está asociada a una alta tasa de fertilización (Enien et al. 1998). 

 

Las gonadotropinas influyen en la secreción de ácido hialurónico por las GC, sobre el 

estradiol (E2) para mejorar la maduración citoplasmática del ovocito y sobre la secreción del 

AMPc que está 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 actúan sinérgicamente en la 

producción de E2. Así como la formación de receptores de FSH y LH en las GC. Se ha 

documentado que en folículos con mayor concentración de GH generaron mayor tasa de 

embriones (Izadyar et al. 1999). 

 

C. Prolactina 

 
En algunos estudios se informaron sobre el vínculo entre la prolactina (PRL) y el AMPc. En 

el FF, se ha observado un aumento en PRL y una disminución en AMPc que se correlaciona 

con una tasa alta de fertilización. Sin embargo, la PRL no se considera un marcador confiable 

de la calidad ovocitaria (Rosenbusch et al. 1992). 

 

D. Estrógeno, progesterona y andrógenos 

 
Es conocido que un medio estrogénico intrafolicular posee un efecto positivo sobre el 

crecimiento folicular, además, posee un efecto antiatresico. E2 está relacionado directamente 

con la maduración citoplasmática por medio de la regulación de la entrada de Ca2+ (Tesarik 

& Mendoza 1997). 

 

La elevada concentración de E2 y del ratio E2/progesterona (P4) en FF, indica etapas 

avanzadas de maduración ovocitaria. Sin embargo, existen estudios que relacionan el bajo 

ratio E2/P4 con un mayor porcentaje de implantación y de embarazo, aunque, se debe 

considerar otros factores como la actividad luteína y la reducción de la actividad aromatasa 
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al final de la maduración del ovocito. En otro estudio se ha observado que concentraciones 

altas de P4 en FF está asociada a ovocitos postmaduros que genera fertilización anómala 

(Ben-Rafael et al. 1987). 

 

Los niveles elevados de testosterona (T4) se relaciona con una baja calidad ovocitaria y baja 

tasa de división después de la fertilización. La relación E2/T4 es alta en FF asociado al 

embarazo. Por su parte, el bajo ratio Estrógeno/andrógenos es asociado a atresia folicular 

temprana (Lisi et al. 2002). 

E. Corticoides 

 
Los corticoides en el FF son importantes para lograr la maduración final del ovocito y 

posterior implantación 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 ovárica y maduración 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-β) 

 

A. Inhibina y 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 

ovárica, pero no de la calidad del ovocito o del embrión. Sin embargo, existen estudios que 

relacionan a la inhibina B del FF con la eficacia de crecimiento folicular. Otro estudio 

encontró que altos niveles de inhibina A y B están asociados con un aumento de la 

fertilización y embarazo (Chang et al. 2002). 

 

La alta concentración 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 relación con la inhibina necesita más investigación (Lau et al. 1999). 

 

B. Hormona antimulleriana 

 
La hormona antimülleriana (AMH) es una glicoproteína con funciones relacionadas con el 

crecimiento y la diferenciación celular (Melado 2014). En humanos, la AMH se sintetiza 

como un gran precursor de 560 aminoácidos, con una secuencia de señal corta de 18 
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aminoácidos, seguida de la pre-prohormona que forma homodímeros. Antes de su secreción, 

la hormona madura es glicosilada y dimerizada para dar un dímero de 144 kDa compuesto 

por dos subunidades idénticas monoméricas de 72kDa, ligadas por puentes disulfuro (Josso 

et al. 1990). En circulación 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-β, 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 regresión del conducto de Müller e inhibe la síntesis de 

aromatasa en el ovario fetal (Wilson et al. 1993). 

Entre el 5 y el 20% de AMH se fragmenta en un punto específico entre los dominios N-

terminal y C-terminal del monómero de 72 kDa, durante el paso citoplasmático, para formar 

dos polipéptidos de 58 kDa (región pro) y 12 kDa (región madura), que siguen unidos por 

uniones no covalentes. 

Los miembros de la familia TGF-ß tienen sus efectos a través de dos tipos de receptores serin-

treonin-kinasa, denominados tipo I y tipo II, y de dos efectores citoplasmáticos “Smads” 

regulados por receptores (R-Smad) y Smad comunes (Smad4). El receptor primario, tipo II, 

se une al ligando y fosforila al receptor tipo I. Una vez activado, este último fosforila el R-

Smad, que interactúa con el Smad4. Este complejo es posteriormente transportado al núcleo 

donde se une a un elemento de unión al Smad (SBE), en el promotor de la diana o en los 

genes (Massagué & Chen 2000). 

El mensajero del AMHR-II se expresa de forma específica por los órganos diana de la AMH, 

como los conductos de Müller y las gónadas de ambos sexos. Los estudios de hibridación in 

situ han demostrado que, en los conductos de Müller, el ARNm del AMHR- II se expresa en 

las células mesenquimales que rodean el epitelio y desaparece en el varón tras la regresión 

de los conductos de Müller. En el ovario, el AMHR-II se expresa desde la vida fetal hasta la 

etapa adulta en las células de la granulosa de los folículos preantrales y antrales. En el 

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

En el embrión de los mamíferos, ambos sexos son inicialmente indistinguibles. El sistema 

reproductor del embrión masculino y femenino consiste en una gónada indiferenciada y dos 

conductos, los de Wolff y los de Müller, precursores de los tractos reproductores masculinos 

(epidídimo, conductos deferentes y vesículas seminales) y femeninos (trompas de Falopio, 

útero y parte superior de la vagina), respectivamente. Por tanto, el embrión es inicialmente 
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indiferenciado, y el correcto desarrollo sexual depende de la producción y respuesta a las 

hormonas testiculares. En el embrión masculino, la AMH, producida por las células de 

Sertoli, de los testículos embrionarios en diferenciación, provoca la pérdida del conducto 

de Müller, y la testosterona producida por las células de Leydig estimula el desarrollo de los 

conductos de Wolf (Behringer et al. 1994). 

Durante la diferenciación sexual femenina la AMH no se expresa en el ovario. La AMH se 

expresa por primera vez en las células de la granulosa de los folículos primordiales reclutados, 

encontrados por primera vez en ovarios de ratas el día 3º o 4º de vida postnatal, y en el feto 

humano a partir de la 36 semana de gestación. La AMH continúa expresándose en los 

folículos en crecimiento del ovario hasta que han alcanzado el tamaño y estadío de 

diferenciación, en el que serán seleccionados para llegar a ser dominantes mediante la acción 

de la hormona estimulante de los folículos (FSH) hipofisaria. Por tanto, la AMH se expresa 

en los folículos reclutados del pool de folículos primordiales que no han sido seleccionados 

para la dominancia. Antes y después de estos dos importantes puntos de regulación 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 folículos podrían 

jugar un papel importante en el proceso de selección (Figura 7). En ausencia de AMH, los 

folículos primordiales son reclutados a un ritmo más rápido, lo que resulta en un agotamiento 

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

 
 

Figura 7. Sitios de unión de la AMH en la foliculogénesis 
 

La relación de la AMH y la calidad del ovocito es contradictoria. Es decir, existen estudios 

que avalan la relación positiva de AMH y la calidad del ovocito, como estudios donde existe 
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una correlación inversa entre AMH y la calidad del ovocito. Sin embargo, se ha observado 

mayor concentración de AMH en ovocitos maduros y se ha correlacionado con mayor tasa de 

fertilización (Takahashi et al. 2008). 

C. Proteína morfogenética ósea 15 

 
La proteína morfogenética ósea 15 (BMP-15) influye directamente en la maduración y 

calidad del ovocito. Se observaron niveles altos de la BMP-15 en el FF en los ovocitos 

maduros, obteniendo mayor tasa de fertilización. También, se ha observado una correlación 

positiva entre BMP-15 y el estradiol. Sin embargo, aún se requieren más 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 maduración, fertilidad y desarrollo embrionario; como son los fatores de crecimiento 

similar a la insulina I y II (IGF-I y IGF-II), y las proteínas de unión 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 básico (Asimakopoulos 

et al. 2008), interleucina-1 beta (Mendoza et al. 1999), interleucina- 2 e interferón 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; Van Blerkom et al. 1997). Al igual 

que el óxido nítrico (Lee et al. 2004; Manau et al. 2000) y el factor de crecimiento endotelial 

vascular (Iwata et al. 2004; Revelli et al. 2009). 

2.3.5. Factores antiapoptóticos 

 
Los niveles altos de apoptosis de las GC se asocian con ovocitos y embriones de baja calidad. 

La activación de vías específicas 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 vía 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. Proteínas, péptidos y aminoácidos 

 
En la literatura se observan estudios relacionados con proteínas, péptidos y aminoácidos 

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 maduración del ovocito (Channing et al. 1982), 

homocisteína (Boxmeer et al. 2008), beta-endorfina (Fanchin et al. 2007), lactoferrina 

(Yanaihara et al. 2007), angiotensina II (Jarry et al. 1988), prorenina (Itskovitz et al. 1991), 

glicina y D-acido aspártico (Sinclair et al. 2008). 

2.3.7. Azucares 

 
La calidad de los ovocitos se ha correlacionado con azucares tanto en el folículo, 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 F2α (PGF2α), es secretada por las GC bajo la estimulación ejercida por las 

gonadotropinas es propuesta como un marcador bioquímico de la calidad de ovocito. A 

concentraciones altas de PGF2α en el FF se relaciona con ovocitos fertilizables. Además, 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 interacción 

compleja y dinámica entre el folículo antral y el ovocito. Durante este proceso el ovocito debe 

completar su crecimiento final, su capacitación y maduración nuclear y citoplasmática. Los 

componentes del folículo antral son las células somáticas (teca, granulosa y cumulo), lamina 

basal y liquido folicular poseen roles activos y regulatorios en la diferenciación del ovocito 

(Figura 8). 
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Fuente: Adaptado de Hennet & Combelles (2012). 

Figura 8. Contribuciones directas de los componentes del folículo antral a la    

diferenciación de ovocitos 

Las flechas codificadas por colores definen la categoría de contribución ("contribuciones" 

incluyen productos, señales y otras influencias). La ausencia de un círculo en la base de una 

flecha indica que las contribuciones necesariamente viajan a través del compartimento, pero 

no se originan en él. Cada categoría de contribución 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 línea discontinua representa la 

incertidumbre actual con respecto a la participación de las células teca en la regulación 

meiótica. 

 
2.4.  FUNCIONES E INTERACCIONES ENTRE LAS HORMONAS Y LA 

OVOGÉNESIS 

 

Los análisis hormonales han experimentado un gran progreso en las últimas décadas, 

permitiendo el desarrollo sostenible de la endocrinología y el desarrollo de nuevas técnicas 

de medición hormonal. 

Hasta los años 60, los métodos analíticos disponibles eran fundamentalmente del tipo 
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colorimétrico, que permitían mediciones de orden de gramos, miligramos y microgramos. 

Después se desarrollaron técnicas de inmunoanálisis, en la que destacó el 

radioinmunoanálisis (RIA), que permitía mediciones de orden de nanogramos, picogramos 

y femtogramos. Luego surgió la inmunorradiometría (IRMA), donde la sustancia marcada 

es el anticuerpo. Posteriormente, surgió el análisis de inmunoabsorción ligado a enzima 

(ELISA), donde se utiliza una enzima en vez de un isotopo, y los análisis de 

quimioluminiscencia. Las técnicas se basan en el principio de desplazamiento, siguiendo la 

ley de acción de masas (Díaz et al. 2015); en paralelo a los análisis ELISA, se desarrollaron 

los análisis de cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) y la cromatografía de gases, 

y sus variaciones, acoplando espectrometría de masa (MS/MS) para analizar múltiples 

hormonas a la vez (Stanczyk & Clarke 2010). 

2.4.1. Análisis de estradiol, progesterona, testosterona y hormona antimülleriana 

 
Un factor importante en la foliculogénesis es la dinámica hormonal. El estradiol, la 

progesterona y la testosterona juegan un papel importante en la fase folicular y lútea del ciclo 

ovárico, estos son producidos por diferentes tipos de celulares. Además de las citocinas 

(inhibina, activina, factor de crecimiento similar a la insulina, proteínas de unión al factor de 

crecimiento similar a la insulina, factor de necrosis tumoral β, factor de crecimiento del 

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

La regulación de la foliculogénesis está mediada por el eje hipotálamo-pituitario- gonadal. 

Actualmente, existe controversia sobre si los niveles hormonales en el líquido folicular 

influyen en la calidad de los ovocitos (Kreiner et al. 1987). Se ha postulado que el cociente 

estradiol/progesterona es mejor indicador de la maduración ovocitaria que el tamaño del 

folículo y que el análisis a nivel del líquido folicular genera aún mayor sensibilidad en los 

resultados (Lee et al. 1987). También se ha planteado que la relación estradiol/testosterona 

en el líquido folicular puede estar asociada con atresia folicular temprana y con un efecto 

negativo sobre la viabilidad del ovocito, afectando la tasa de fertilización, desarrollo 

embrionario, implantación y gestación (Lisi et al. 2002). 

Además, reportan relaciones positivas entre la concentración de hormona antimülleriana 

(AMH) en el líquido folicular y la calidad de ovocitos (Takahashi et al. 2008). La AMH se 

expresa en las células de la granulosa en los folículos primordiales después del reclutamiento 

hasta antes de la diferenciación en el folículo dominante. Su función es atenuar la 

diferenciación folicular y disminuir la sensibilidad de la FSH sobre sus receptores en las 

células de la granulosa. En ausencia de AMH, los folículos primordiales se reclutan 
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rápidamente, lo que conduce a un agotamiento de la reserva de éstos (Durlinger et al. 2001). 

2.4.2. Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzima (ELISA) 

 
La técnica ELISA fue conceptualizada y desarrollada por Peter Perlmann en la Universidad 

de Estocolmo. Perlmann publicó su primer artículo en 1971, y con el pasar de los años, la 

técnica fue mejorada hasta convertirse en uno de los ensayos más utilizados para la 

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

Las características ventajosas de utilizar el ELISA son: versatilidad (se pueden usar distintos 

tipos de reactivos y/o combinaciones), simplicidad (análisis de múltiples muestras a la vez en 

menor tiempo), sensibilidad (amplificación de la reacción y la cuantificación mediante 

espectrofotometría). 

De la técnica ELISA se derivan tres métodos: ELISA directo, ELISA indirecto y ELISA 

sándwich. La utilización de un método en particular dependerá de los objetivos del 

investigador. El ELISA directo consiste en la unión del antígeno a la fase sólida (base del 

pocillo) mediante absorción pasiva, se añade el anticuerpo marcado y posteriormente, se 

adiciona la solución sustrato/cromóforo. El ELISA indirecto se parece al ELISA directo, la 

diferencia está en que se añade un segundo anticuerpo marcado de otra especie sobre el 

primer anticuerpo. El ELISA sándwich posee dos variaciones (directo e indirecto). El ELISA 

sándwich directo consiste en la unión de un primer anticuerpo a la fase sólida, seguidamente, 

se utiliza el procedimiento del método del ELISA directo. El ELISA sándwich indirecto 

consiste en la unión del primer anticuerpo a la fase sólida, 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 inespecíficas 

 
Las reacciones inespecíficas se pueden suscitar en cualquier tipo de superficie que no esté 

ocupada por la reacción de la fase sólida sobre el antígeno o anticuerpo. Para eliminar 

reacciones inespecíficas se añaden agentes bloqueantes en altas concentraciones 

inmunológicamente inertes, por lo que, no debe reaccionar con el antígeno o anticuerpo ni 

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

Proteína 

Suero de conejo 

Suero de caballo 

Albumina de suero humano 

Suero fetal bovino 

Caseína 

Hidrolizado de caseína 

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, cromóforos y reacción de parada 

 
Existe una gran variedad de enzimas, sustratos, cromóforos y reactivos de parada que se 

utilizan en el sistema ELISA. Sin embargo, la elección dependerá principalmente de las 

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

Tabla 4. Etiquetas enzimáticas, cromóforos y condiciones de parada en ELISA 
 

Etiqueta de la 

enzima 

Sustrato Cromóforo Buffer 

HRP (40 000) Peroxido de 

hidrogeno (0.004%) 

OPD Fosfato/citrato, pH 5.0 

 TMB Acetato, 0.1 M, pH 5.6 

 Peróxido de 

hidrogeno (0.002%) 

ABTS Fosfato/citrato, pH 4.2 
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 Peróxido de 

hidrogeno (0.006%) 

5-AS Fosfato, 0.2 M, pH 6.8 

 Peróxido de 

hidrogeno (0.02%) 

Diaminobencidina TRIS o PBS, pH 7.4 

AP (100 000) Pnpp (2.5mM) Pnpp Dietanolamina (10 mM) y 

cloruro de magnesio (0.5 

mM), pH 9.5 

Galactosidasa 

(540 000) 

ONPG (3mM) ONPG Cloruro de magnesio y 2- 

mercaptoetanol en PBS, pH 

7,5 

 

Tabla 5. Sustratos y cromóforos de uso común en ELISA 
 

Color Lectura (nm) 

Etiqueta de 

la enzima 
Sistema 

No 

parada 
parada 

No 

parada 
Parada 

Solución de 

parada 

 

 

 

 
HRP 

OPD 
Verde/n 

aranja 

Naranja/ 

marrón 
450 492 

1.25 M de 

ácido sulfúrico 

TMB Azul Amarillo 650 450 SDS (1%) 

ABTS Verde Verde 414 414 --- 

5-AS Marrón Marrón 450 450 --- 

Diaminob 

encidina 
Marrón Marrón N/A N/A --- 

 
AP 

 
Pnpp 

Amarill 

o/verde 

Amarillo/ 

verde 

 
405 

 
405 

2 M de 

carbonato de 

sodio 

Beta- 

galactosidas 

a 

 
ONPG 

Amarill 

o 

 
Amarillo 

 
420 

 
420 

2 M de 

carbonato de 

sodio 

 
Ureasa 

Urea 

bromocres 

ol 

 
Morado 

 
Morado 

 
588 

 
588 

Mertiolato 

(1%) 
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2.5. EVALUACIÓN DE LA CALIDAD DEL OVOCITO 

 
El uso de las técnicas reproductivas que van desde la maduración in vitro (IVM), la 

fertilización in vitro (IVF), la inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI), el 

cultivo embrionario, la transferencia nuclear para construcción de embriones por clonación 

y la criopreservación de gametos y embriones tienen un factor crítico; la calidad del ovocito. 

La calidad del ovocito afecta profundamente la fertilización monospérmia, la supervivencia 

temprana del embrión, el mantenimiento del embarazo e incluso del desarrollo fetal. Por lo 

tanto, la búsqueda de predictores confiables en la calidad del ovocito es de mucha 

importancia. Básicamente, la calidad del ovocito se basa en predictores morfológicos y 

celulares/moleculares (Tabla 6). 

Tabla 6. Resumen de predictores potenciales de calidad de ovocitos 
 

Clasificación Parámetros 

Predictores 

morfológicos 

 

COC Compactación y espesor de cúmulos; brillo del ooplasma 

Ooplasma Granularidad; coloración; inclusión; regiones agrupadas de los 

orgánulos 

Cuerpo polar Forma (redondo o ovoide); tamaño; superficie (suave o áspero); 

integridad (intacto o fragmentado) 

Zona pelúcida Espesor; organización 

Espacio perivitelino Tamaño; presencia o ausencia de partículas 

Huso meiótico Presencia; localización; longitud 

Folículo/ovario Dimensiones del folículo; existencia del CL con FD o quístico 

Predictores 

celulares/moleculares 

 

Mitocondria Distribución mitocondrial; niveles de ATP y mtDNA 

G6PDH Actividad de G6PDH (BCB+ o BCB-) 

Calcio Concentración de calcio en la membrana citoplasmática  del 

ovocito inmaduros; concentración de calcio en ovocitos maduros 

PDE3 Actividad de fosfodiesterasa 3 intracelular 

GSH Nivel de glutatión intracelular 
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Apoptosis Apoptosis en granulosa o en células de cúmulos; ratio de Bcl-2 

a Bax 

IGF y IGFBP Concentración de IGF-1 y IGFBP-1 en FF; ratio IGF-1/IGFBP- 

1 en suero o FF; perfil de expresión de IGFBPs de bajo peso 

molecular (IGFBP-4 y IGFBP-5) en FF 

Superfamilia del 

TGF-Beta 

Nivel de inhibina en FF; nivel activina A en FF; nivel basal de 

antimülleriana 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 nítrico; peróxido de lípidos; capacidad total de 

antioxidantes y ROS en el FF 

Leptina Nivel de leptina en el FF o suero 

Perfil de expresión 

génica 

Expresión del ácido hialurónico sintasa 2, ciclo oxigenasa 2 y 

gremlina 1 en células de cúmulos; abundancia relativa de 

pentraxina 3 en células de cúmulos 

BCB, azul de cresilo brillante; CL, cuerpo lúteo; COC, complejos de cúmulos y ovocitos; 

DF, folículo dominante; FF, fluido folicular; G6PDH, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; 

IGF, factor de crecimiento similar a la insulina; IGFBP, proteína de unión a IGF; LH, 

hormona luteinizante; 8-OHdG, 8-hidroxi-2-desoxiguanosina; TGF-β, factor de crecimiento 

transformante-β; ROS, especies reactivas de oxígeno. 

Fuente: Adaptado de (Wang & Sun 2007). 

 
2.5.1. Evaluación morfológica del ovocito 

 
A. Complejo cúmulo-ovocito (COC) 

 

Se evalúa los COC mediante un sistema de puntuación sobre la expansión del cúmulo, se ha 

encontrado que una alta densidad del cúmulo se relaciona con una disminución en la madurez 

del ovocito. Además, la presencia de coágulos sanguíneos se asocia con una granulación 

central densa y tiene un efecto negativo sobre la tasa de fertilización (Thomas Ebner et al. 

2008). 

B. Zona pelúcida 

 
Los criterios de evaluación de la zona pelúcida son: oscurecimiento, grosor, birrefringencia 

y cambios estructurales. Se cree que el oscurecimiento de la Zona pelúcida no influye en la 
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tasa de fertilización, calidad del embrión y tasa de implantación. La zona pelúcida delgada 

se relaciona con alta tasa de fertilización. La alta birrefringencia se relaciona con la calidad 

del ovocito y una baja birrefringencia se relaciona con mayor tasa de abortos espontáneos. 

La Zona pelúcida fragmentada se considera. inadecuada para el tratamiento de ICSI 

(Loutradis et al. 1999). 

C. Espacio perivitelino 

 
Los criterios de evaluación más importantes del espacio perivitelino son: tamaño y la 

presencia de gránulos. Aumento de tamaño en el espacio perivitelino se asocia con una baja 

tasa de fertilización, pero con una mejor calidad embrionaria. La presencia de gránulos 

gruesos en el espacio perivitelino se asocia con baja tasa de implantación y de embarazo 

(Rienzi et al. 2008). 

D. Morfología del primer cuerpo polar 

 
Los criterios de evaluación más importantes en la morfología del primer cuerpo polar  (PB1) 

son: fragmentación, tamaño y superficie. El PB1 grande o degenerado se relaciona con tasas 

de fertilización disminuida, pero no se mostró ninguna correlación en la morfología pronuclear 

o de la calidad del embrión. La superficie rugosa, fragmentada o agrandada se correlaciona 

con una baja tasa de fertilización/calidad del embrión (Navarro et al. 2009). 

E. Forma del ovocito 

 

Los criterios de evaluación más representativos en la morfología del ovocito son: la forma y 

el tamaño. Los ovocitos ovoides se relacionan con un retraso en la implantación (Ebner et 

al. 2008). Los ovocitos de gran tamaño 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 evaluación más importantes en la apariencia del ooplasma son: color y 

granulación. Los ovocitos con ooplasma oscuro se relacionan con embriones de menor 

calidad. Granulación periférica difusa en el ooplasma se relaciona con morfología pronuclear 

alterada. Sin embargo, en otro estudio se observó que cualquier tipo de granulación en el 

ooplasma se asocia a alta tasa de fertilización en comparación a los ovocitos con ausencia 

de gránulos (Wilding et al. 2007). 



37  

G. Presencia de vacuolas y/o inclusiones citoplasmáticas 

 
La presencia de vacuolas en el citoplasma del ovocito se correlaciona negativamente con la 

tasa de criosupervivencia y competencia del desarrollo embriológico después de la 

fertilización. En un estudio se observó que la presencia de vacuolas e inclusiones se relaciona 

con una ligera disminución en la tasa de fertilización y desarrollo embrionario (Otsuki et al. 

2007). 

H. Presencia y morfología del huso meiótico 

 

La presencia del huso meiótico se relaciona con mayor tasa de fertilización y tasa de 

embarazo. La posición del huso meiótico cerca al PB se relaciona con mayor tasa de 

fertilización y calidad de embriones tempranos. El mayor retraso del huso meiótico 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 fertilización. La resistencia de 

la membrana celular es un marcador negativo de embriones previo a la implantación (Ebner 

et al. 2003). 

2.5.2. Determinación de la maduración del ovocito mediante tinción Hoechst 

 
Los tintes Hoechst son tintes de bisbencimida que se utilizan para teñir el ADN. Los tintes 

Hoechst se excitan a un nivel máximo de ~360 nm y emiten ~460 nm de longitud de onda 

(Figura 9), son producidos por lámparas de xenón, mercurio o láseres UV (Bucevičius  et al. 

2018). 
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Fuente: Garner (2009). 

Figura 9. Espectros de absorción y emisión de fluorescencia de Hoechst 33342 cuando 

se une al ADN 

La excitación máxima del colorante unido al ADN (línea continua) es de 350 nm, mientras 

que el máximo de emisión (línea punteada) es de 460 nm. 

 
Cuando el tinte Hoechst se une al ADN, la intensidad de fluorescencia aumenta ~ 30 veces, 

asegurando una buena relación señal/ruido. La mejora de la florescencia resulta de la 

supresión de la relajación de rotación y reducción de la hidratación 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 unión del Hoechst al ADN induce citotoxidad mínima y se puede aplicar en células 

individuales como en tejidos celulares, puesto que, es compatible con técnicas 

inmunohistoquímicas (Loontiens et al. 1990). 

En el mercado, existe cuatro tipos de tinción 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 más permeable a la célula debido a la adición del grupo etil lipofilico, por 

lo que, generalmente se utiliza para la tinción de células vivas (Bucevičius et al. 2018). 
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Fuente: Bucevičius et al. (2018). 

Figura 10. Modo de unión al ADN y estructuras químicas de los tintes Hoechst 

(a) estructuras de tintes Hoechst utilizados para la tinción 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 exposición a luz UV sea menor a 30 segundos, 

ya que, la exposición prolongada genera mutaciones en el ADN nuclear y mitocondrial 

disminuyendo la tasa de fertilización in vitro. El efecto sobre las mitocondrias se relaciona 

con un aumento en la concentración de ROS, lo que conlleva a la muerte celular (Gil et al. 

2012). 

2.5.3. Determinación de la maduración del ovocito mediante tinción brillante de azul 

de cresilo 

 

La tinción brillante azul de cresilo (BCB) se utiliza para determinar la actividad de la glucosa 

6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH). La tinción 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 síntesis de 

ácidos nucleicos a través del ciclo de la pentosa. Además, produce NADPH que se utiliza en 

la síntesis de lípidos (Wood 1986). 

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

crece. El BCB es un colorante que puede ser degradado por la enzima G6PDH. Por lo tanto, 
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una gran acumulación 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 coloración 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 maduración 

citoplasmática, organización de los gránulos y las mitocondrias, nivel de glutatión 

intracelular (GSH), la actividad mitocondrial y el contenido de lípidos citoplasmáticos 

(Jeong et al. 2009). 

2.5.4. Análisis de apoptosis del ovocito mediante tinción con Anexina V/PI 

 
La apoptosis es el proceso de muerte celular programada, participa en la eliminación de las 

células germinales a lo largo de la etapa de ovogénesis e incluso después de la ovulación 

(Hutt 2014). Más 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 relación con la 

comunicación entre las células de la granulosa y el ovocito, incluso se cree que la apoptosis 

del ovocito está 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 daño del estrés 

oxidativo (Chaube et al. 2005), es decir, cuanto mayor es el número 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 características típicas de las células apoptóticas incluyen la contracción celular, 

la translocación de fosfatidilserina a la membrana citoplasmática externa, la fragmentación 

del ADN y la escisión celular en cuerpos apoptóticos (Li et al. 2009). 

Actualmente, existen muchas técnicas para determinar la apoptosis tanto citoplasmática 

como nuclear, denominándose apoptosis temprana; citoplasmática y apoptosis tardía; 

nuclear. La técnica más simple utilizada para determinar la apoptosis temprana y tardía es la 

tinción 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 y permeabilidad de la 

membrana citoplasmática, teniendo la anexina V afinidad por la fosfatidilserina. En el 

proceso de apoptosis temprana, la fosfatidilserina es translocada a la parte exterior de la 

membrana citoplasmática por la actividad de la caspasa-3, donde se une a la anexina V 

marcada (Niu & Chen 2010). El PI no tiñe las células apoptóticas vivas   
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debido a la presencia de la membrana citoplasmática intacta. En las células necróticas y 

apoptóticas tardías, la integridad de la membrana nuclear y citoplásmica está disminuida, lo 

que permite que el PI atraviese las membranas y se intercale con los ácidos nucleicos y 

muestre fluorescencia roja (Rieger et al. 2011). 



 

 

 

 

 

III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 
3.1. REACTIVOS QUÍMICOS 

 
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 μm; 

Aijiren, China). 

3.2. DECLARACIÓN DE ÉTICA 

 
Todos los procedimientos experimentales fueron realizados de conformidad con el Comité 

de Ética Animal de la Universidad Nacional del Altiplano, cumpliendo con todos los 

principios éticos de la investigación animal. 

3.3. UBICACIÓN Y ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 

 
El experimento se realizó en la región 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 condición corporal de 3.28 ± 0.52 (escala de 1-5) con edades entre 3 - 5 años. 

Análisis de maduración nuclear, citoplasmática y apoptosis realizados en el Laboratorio de 

Reproducción Animal de la Universidad Nacional del Altiplano, Puno, Perú. Mientras, los 

análisis hormonales se realizaron en el Laboratorio de Histopatología y Teratología de la 

misma Universidad. 

3.4. OVOCITOS DERIVADOS DEL CAMAL DE NUÑOA 

 
Los ovarios de alpaca (n = 116) fueron recolectados del matadero del Distrito de Nuñoa, 

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 solución 

salina suplementada con estreptomicina (0.05 mg/mL). En el laboratorio, los ovarios se 

lavaron 3 veces y se secaron con una toalla de papel. Los folículos se seleccionaron según 

el diámetro (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 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 folículos menores a 1mm fueron diseccionados para extraer la mayor 
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cantidad de ovocitos posibles. El líquido folicular, según diámetro folicular, se centrifugó a 

1500 RPM/min, se recogió el sobrenadante en viales de 2 ml y se almacenó a -20 ºC hasta 

la realización de los análisis hormonales. Mientras, los ovocitos fueron atemperados para el 

cultivo de maduración. 

3.5. MEDIO DE CULTIVO DE MADURACIÓN 

 
El medio de maduración 1 (MM1) fue preparado en base a medios reportados por Tribulo 

(2019). MM1 contiene TCM-199, suero bovino fetal al 10 por ciento (v/v), 2 μg/ml de 17β- 

estradiol, 25 μg/ml de hormona estimulante del folículo porcino (pFSH) (Folltropin®-V; 

Vetoquinol, Canadá), 22 μg/mL de sodio piruvato, 50 μg/mL de sulfato de gentamicina y 1 

mM de alanil-glutamina (Tríbulo et al. 2019). El medio de maduración 2 (MM2) preparado 

en base a lo informado por Saadeldin (2019). El MM2 contiene TCM-199, tampón HEPES 

25 mM, NaHCO3 2 mM, suero fetal bovino al 10 por ciento (v/v), pFSH 10 μg/mL, 

gonadotropina coriónica humana (hCG) 10 μg/mL (Choriomon; IBSA, Suiza), 1 μg/mL de 

17β-estradiol, 20 ng/mL de factor de crecimiento epidémico (EGF), 1 μg/mL de insulina, 0.3 

μM de cisteamina, 1 mM de L-glutamina, 50 μg/mL de sulfato de gentamicina (Saadeldin et 

al. 2019) (Tabla 7). 

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

MM1 MM2 

TCM-199 TCM-199 

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

2 μg/ml de 17β-estradiol NaHCO3 2 mM 

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

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

50 μg/mL de sulfato de gentamicina hCG 10 μg/mL 

1 mM de alanil-glutamina 1 μg/mL de 17β-estradiol 

----- 20 ng/mL EGF 

----- 1 μg/mL de insulina 

----- 0.3 μM de cisteamina 

----- 1 mM de L-glutamina 

----- 50 μg/mL de sulfato de gentamicina 
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3.6. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 
Para todos los experimentos se utilizó el diseño completamente al azar (DCA). Los 

complejos cúmulo-ovocito (COC) se distribuyeron aleatoriamente en los dos grupos 

experimentales (MM1 y MM2) con tres repeticiones por experimento. Después de la 

maduración in vitro, los ovocitos se desnudaron con hialuronidasa al 1 por ciento durante 15 

minutos a 28.5°C en condiciones de CO2 al 5 por ciento. Posteriormente, los ovocitos se 

distribuyen para análisis de maduración nuclear, citoplasmática y apoptosis, así como para 

el análisis morfológico. 

El líquido folicular se obtuvo de acuerdo al diámetro folicular; teniendo 10 grupos de 

diámetros 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 líquido folicular de cada grupo de diámetro folicular se 

sometió al análisis hormonal por espectrofotometría con dos replicas para la determinación 

de la concentración de estrógeno, progesterona, testosterona y hormona antimülleriana 

(Figura 11). 

 

Figura 11. Esquema de los experimentos 
 

 

 

3.7. MADURACIÓN DE OVOCITOS 

 
Se seleccionaron los COC con el uso de un estereomicroscopio y basados en sus 

características morfológicas; utilizándose los ovocitos que presentaban más de una capa de 

células del cúmulo. 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 μL de medio de maduración, cubiertos con aceite mineral y cultivados en incubadora 

portátil durante 40 horas (Huanca et al. 2014) en condiciones de 5 por ciento CO2 (producido 

por gránulos efervescentes) y 38.5°C (utilizando un baño termostático)(Pérez 2019). 
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3.8. EVALUACIÓN MORFOMÉTRICA DE OVOCITOS 

 
Se compararon los diámetros de los ovocitos, el grosor de la zona pelúcida y el área del 

espacio perivitelino de cada uno en los grupos experimentales (MM1 y MM2). Las 

fotografías fueron tomadas con una cámara de microscopio invertido Leica (Leica 

Microsystems GmbH; Wetzlar, Alemania; 40X). La media determinada y las mediciones se 

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

3.9. EVALUACIÓN DE LA MADURACIÓN NUCLEAR 

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

15 minutos a 38.5°C en CO2 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 solución de etanol: 

ácido acético glacial (3:1) en un ambiente hermético durante al menos 48 horas a 4°C 

(Simões et al. 2021). Los ovocitos fueron fijados colocando de 5 a 10 ovocitos entre las 

láminas portaobjeto y cubreobjeto y una mezcla de vaselina: parafina (2:1) colocada en cada 

esquina del cubreobjetos. El cubreobjetos se presionó ligeramente hasta que se hizo contacto 

con los ovocitos. La tinción se realizó por acción capilar con una solución de orceína al 1 por 

ciento en ácido acético al 45 por ciento durante 10 minutos. La evaluación de la maduración 

nuclear se realizó utilizando un microscopio invertido Leica (Leica Microsystems; Wetzlar, 

Alemania; 40X). Los ovocitos se clasificaron en base a la presencia de vesícula germinal 

(VG), metafase I (MI), metafase II (MII) y estructuras degeneradas (DG). Los ovocitos 

degenerados presentaron aberraciones cromosómicas, presencia de cromatina difusa o 

indefinida. 

3.10. EVALUACIÓN DE LA MADURACIÓN CITOPLASMÁTICA 

 
Los ovocitos denudados se incubaron en una solución de azul de cresilo brillante (BCB) de 

26 µM (Toronto Research Chemicals INC; Toronto, Canadá) en solución salina tamponada 

con fosfato (PBS) durante 90 minutos a 38.5 °C y CO2 al 5 por ciento (Ayala et al. 2018). La 

evaluación de la maduración citoplasmática se realizó con un microscopio invertido Leica. 

Los ovocitos se clasificaron según la presencia (BCB+) o ausencia (BCB-) de tinción BCB. 

3.11. EVALUACIÓN DE LA APOPTOSIS 

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

15 minutos a 38.5°C en CO2 al 5 por ciento y se sometieron a pipeteos sucesivos para separar 
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las células del grupo de ovocitos. Para la evaluación de la apoptosis temprana y tardía, se 

utilizó el kit I de detección 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 agregó 20 µL de un tampón de unión de anexina V y agua destilada (1 volumen de tampón 

de unión de anexina V y 9 volúmenes de agua destilada) y 1 µL de FICT Anexina V y 1 µL 

de yoduro de propidio (PI). Se agitó suavemente con una pipeta e incubó durante 15 minutos 

a 25 °C en la oscuridad. La evaluación de la apoptosis se realizó con un microscopio Nikon 

Eclipse E400 (Nikon Instruments; Melville, NJ, EE. UU.; 40X). Se usó un filtro láser de 490-

525 nm para la detección de FICT Anexo V y un filtro láser de 555-603 nm para la detección 

de yoduro de propidio. Los ovocitos se evaluaron según la fluorescencia relativa (porcentaje). 

3.12. MEDIDA DE LA CONCENTRACIÓN DE ESTRADIOL 

 
Para medir los estrógenos (E2) se utilizó una muestra de 25 µL del sobrenadante obtenido 

tras la centrifugación del líquido folicular y un Kit ELISA comercial de alta sensibilidad para 

la detección de E2 (Abcam, Cambridge, MA, EE. UU.; ab108667). Las muestras fueron 

procesadas según 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 estrógeno y metabolitos es: estradiol 100 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 variación 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 óptica de las muestras medida a 

450 nm. El modelo de Regresión Logística de Cuatro Parámetros utilizado para ajustar la 

curva estándar con R2 = 0.996. 

3.13. MEDIDA DE LA CONCENTRACIÓN DE PROGESTERONA 

 
Para medir la progesterona (P4) se utilizó una muestra de 100 µL del sobrenadante obtenido 

tras la centrifugación del líquido folicular y un kit comercial ELISA de alta sensibilidad para 

la detección de P4 (ENZO Life Sciences Inc., Farmingdale, NY, EE. UU.; ADI -900-011). 

Las muestras fueron procesadas según 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, 5α-pregnano-3,20-diona 100 por ciento, 17-OH- 
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progesterona 3,46 por ciento, 5-pregnen-3β-o1-20-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, 17β-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, 5α- 

Pregnane-3α, 20α-diol <0.001 por ciento y Danazol <0.001 por ciento. Los coeficientes de 

variación 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 óptica de las muestras medida a 405 nm, preferiblemente 

con una corrección entre 570 y 590 nm. El modelo de Regresión Logística de Cuatro 

Parámetros utilizado para ajustar la curva estándar con R2 = 0.993. 

3.14. MEDIDA DE LA CONCENTRACIÓN DE TESTOSTERONA 

 
Para medir la testosterona (T2) se utilizó una muestra de 25 µL del sobrenadante obtenido 

tras la centrifugación del líquido folicular y un Kit ELISA comercial de alta sensibilidad para 

la detección de T2 (Abcam, Cambridge, MA, EE. UU.; ab108666). Las muestras fueron 

procesadas según 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 16 ng/mL. La reactividad 

cruzada del anticuerpo para la testosterona y los metabolitos son: testosterona 100 por 

ciento, DHT 2.03 por ciento, 17α 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 variación 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 óptica de las muestras 

medida a 450 nm, preferiblemente con una corrección entre 620 y 630 nm. Se utilizó el 

modelo de Regresión Logística de Cuatro Parámetros para ajustar la curva estándar con R2 

= 0.999. 

3.15. MEDIDA DE LA CONCENTRACIÓN DE LA HORMONA 

ANTIMÜLLERIANA 

 

Para medir la hormona antimülleriana (AMH) se utilizó una muestra de 100 µL del 

sobrenadante obtenido tras la centrifugación del líquido folicular y un kit ELISA comercial 

de alta sensibilidad para la detección de AMH (USBiological Life Sciences, Salem, MA, EE. 

UU.; 381889). Las muestras fueron procesadas según 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 variación 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 óptica de las muestras se midió a 450 nm. Se 

utilizó el modelo logístico de cuatro parámetros para ajustar la curva estándar con R2 = 0.999. 

3.16. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 
Para los análisis estadísticos de maduración in vitro entre las dos unidades experimentales 

(MM1 y MM2), se realizará la prueba t-test Student para las variables de respuesta; diámetro 

de ovocito, grosor de la zona pelúcida, área del espacio perivitelino, maduración nuclear, 

maduración citoplasmática y apoptosis. 

Para los resultados de los análisis hormonales en función al diámetro del folículo, se evaluará 

utilizando un diseño completamente al azar (DCA) y la técnica estadística a utilizar será un 

ANOVA. Además, se complementará con la prueba de comparaciones múltiples de Tukey. 

Todos los análisis estadísticos y gráficos se realizaron utilizando el sistema de análisis de 

datos para Windows (software GraphPad Prism versión 8.0.1 y la herramienta de análisis de 

datos de Microsoft Excel, como MyCurveFit de la empresa MyAssays). Los resultados se 

presentan como media ± desviación estándar. Un nivel de probabilidad de P <0.05 

considerado estadísticamente significativo. 

 

El ajuste de la curva estándar para el análisis hormonal de Elisa fue realizado con el modelo 

de Regresión Logística de Cuatro Parámetros, en base a la siguiente ecuación: 

 

 

 

 

 
Donde, 

 
𝑌 = 𝑑 + 

𝑎 − 𝑑 
𝑥 

1 + (𝑐)𝑏 

 

Y = Concentración de hormonas 

X = Densidad óptica 

a = Valor mínimo 
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b = Valor máximo 

c = Punto de inflexión 

d = Pendiente de la curva en el punto c 



 

 

 

 

 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

 
 

4.1. RESULTADOS 

 
4.1.1. Efecto de los dos medios de maduración sobre la morfometría de los ovocitos 

 
Los análisis morfométricos se evaluaron en función al diámetro del ovocito, espesor de la 

zona pelúcida y área del espacio perivitelino después de la maduración in vitro con los medios 

de maduración MM1 y MM2 (Figura 12). 

 
 

 
Figura 12. Análisis morfométrico de ovocitos de alpaca madurados in vitro 

Las imágenes capturadas se analizaron utilizando el software ImageJ para medir la distancia 

de píxeles. OD: diámetro del ovocito; TPZ: espesor de la zona pelúcida; PSA: área del 

espacio perivitelino; PB: cuerpo polar. 

 

El diámetro de los ovocitos después de la maduración in vitro, fue de 133.42 ± 14.56 μm y 

136.14 ± 15.24 μm 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 pelúcida (Fig. 14) en los medios de 

cultivo MM1 (16.84 ± 3.96) μm y MM2 (16.73 ± 4.98) μm; sin embargo, hubo
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diferencias significativas (P=0,0005) entre el área del espacio perivitelino del MM1 

(11018.91 ± 2465.40) μm2 y MM2 (8686.18 ± 3016.88) μm2 (Fig. 15). 
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Figura 13. Medición del diámetro del ovocito (µm) después de la maduración in vitro 

usando dos medios de maduración; MM1 y MM2 

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.397) entre los dos grupos experimentales. 
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Figura 14. Medición del espesor de la zona pelúcida (µm) después de la maduración 

in vitro usando dos medios de maduración; MM1 y MM2 

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.919) entre los dos grupos experimentales. 
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Figura 15. Medición del área del espacio perivitelino (µm) después de la maduración 

in vitro usando dos medios de maduración; MM1 y 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 maduración nuclear de ovocitos 

 
El análisis de maduración nuclear se realiza mediante la tinción de acetato-orceína, donde se 

identifican la vesícula germinal, ovocito en metafase I, ovocito en metafase II y ovocitos 

degenerados (Figura 16). 

 

Figura 16. Clasificación de la maduración nuclear en ovocitos de Alpaca 

Maduración nuclear evaluada mediante tinción de acetato-orceína. A) Ovocito en estado de 

vesícula germinal, B) Ovocito en estado de metafase I, C) Ovocito en estado de metafase II 

y D) Ovocito degenerado. GV: vesícula germinal; MI: metafase I; MII: metafase II; PB: 

cuerpo polar. 

 

La Figura 17 muestra el porcentaje de maduración nuclear de los ovocitos después de la 

maduración in vitro. Los porcentajes de metafase II fueron 46.08 ± 5.90 por ciento y 54.65 ± 

3.0 por ciento,  para el MM1 y MM2 respectivamente. No hubo diferencias significativas 

(P=0.088) entre los dos medios de cultivo. Lo mismo se observó para el porcentaje de 

metafase I (31.54 y  20.08) por ciento, vesícula germinal (8.51 y 9.01) por ciento y estructuras 

degeneradas (13.87 y 16.26)                  p                             o                                  r                                                  c                              i                                   e                            n                             t                                   o                                     ,                                         para MM1 y MM2 respectivamente. 
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Figura 17. Medida de maduración nuclear (%) después de la maduración in vitro 

usando dos medios de maduración; MM1 y MM2 

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

experimentales. MII: metafase II; MI: metafase I; GV: vesícula germinal; DG: degenerado. 

 
4.1.3. Efecto de los dos medios sobre la maduración citoplasmática del ovocito 

 
El análisis de maduración citoplasmática se realiza mediante la tinción 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. Clasificación de la maduración citoplasmática en ovocitos de Alpaca. 

Maduración citoplasmática mediante tinción BCB 

Los ovocitos se clasifican según la presencia (A) y ausencia (B) de tinción BCB. BCB: azul 

de cresilo brillante; PB: cuerpo polar. 

 
La figura 19, muestra el porcentaje de tinción BCB+ para la maduración de ovocitos 

citoplasmáticos después de la maduración in vitro. Hubo diferencias significativas (P=0.014) 

entre medios de cultivo en el porcentaje de maduración citoplasmática; los ovocitos 

cultivados en MM1 (67.78 ± 4.50 por ciento) tuvieron una menor maduración citoplasmática 

en comparación con MM2 (77.61 ± 3.58 por ciento). 
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Figura 19. Medida de la maduración citoplasmática (%) después de la maduración 

in vitro usando dos medios de maduración; MM1 y 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 maduración sobre la apoptosis 

 
El análisis de apoptosis se realizó mediante la tinción 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). 

 

 

Figura 20. Microfotografía de fluorescencia de ovocitos tras maduración in vitro con 

anexina V/PI 

La anexina V se usa para determinar la apoptosis temprana. Mientras tanto, PI para 

determinar la apoptosis tardía y la muerte celular. IP: yoduro de propidio. Barra = 50 µm. 

 

La Figura 21 muestra la intensidad de fluorescencia del color verde correspondiente a la 

anexina V y rojo correspondiente al yoduro de propidio en la maduración 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 MM1 y 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 maduración; MM1 y MM2 

Presentan diferencias significativas (P = 0.0057) utilizando la tinción de Anexina V. Mientras 

que la tinción con yoduro de propidio no mostró diferencias significativas (P = 0.8124) entre 

los dos grupos experimentales. 

 
4.1.5. Concentración de E2, P4, T2 y AMH en el líquido folicular 

 
Las concentraciones de E2 (Figura 22) en el líquido folicular según el diámetro del folículo 

fueron: para folículos de 1 - 2 mm (3426.85 ± 115.84 pg/mL), para folículos 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 folículos de 

24 - 25 mm (1217.93 ± 296.58 pg/mL). Los valores mínimo y máximo 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 diámetros de folículo (Figura 23). 
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Figura 22. Curva estándar E2 

Esta curva estándar de concentración de 17-beta estradiol frente a la densidad óptica se 

utiliza para estimar las concentraciones de muestras de líquido folicular de los folículos 

presentes en los ovarios de alpaca. Para el ajuste de la curva se utilizó el modelo de Regresión 

Logística de Cuatro Parámetros, obteniendo un R2 = 0.996. Los parámetros fueron a = 0.690, 

b = 0.335, c = 6471.603 y d = -0.573. Los resultados se presentan en unidades de pg/mL. E2: 

estradiol, O.D: densidad óptica y 4PL: cuatro parámetros logísticos. 
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Figura 23. Concentración de E2 en líquido folicular 

Los valores mínimo y máximo 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: estrógeno. 
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Las concentraciones de P4 (Figura 24) en el líquido folicular según el diámetro del folículo 

fueron: para folículos 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 folículos de 24 - 25 mm (1285.75 ± 947.68 pg/mL). Los 

valores mínimo y máximo 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 diámetros de folículo (Figura 

25). 
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Figura 24. Curva estándar de P4 

Esta curva estándar de concentración de progesterona frente a densidad óptica se utiliza para 

estimar las concentraciones de muestras de líquido folicular de los folículos presentes en los 

ovarios de alpaca. Para el ajuste de la curva se utilizó el modelo de Regresión Logística de 

Cuatro Parámetros, obteniendo un R2 = 0.993. Los parámetros fueron a = 0.482, b = 0.973, 

c = 21.300 y d = 0.321. Los resultados se presentan en unidades de pg/mL. P4: progesterona, 

O.D: densidad óptica y 4PL: cuatro parámetros logísticos. 
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Figura 25. Concentración de P4 en líquido folicular 

Los valores mínimo y máximo 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 diámetros de folículo. P4: 

progesterona. 

 
Las concentraciones de T2 (Figura 26) en el líquido folicular según el diámetro del folículo 

fueron: para los folículos 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 ± 

0.22 ng/mL), 6 - 7 mm (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 mínimo y máximo 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 diámetros 

de folículos (Figura 27). 
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Figura 26. Curva estándar de T2 

Esta curva estándar de concentración de testosterona frente a densidad óptica se utiliza para 

estimar las concentraciones de muestras de líquido folicular de los folículos presentes en los 

ovarios de alpaca. Para el ajuste de la curva se utilizó el modelo de Regresión Logística de 

Cuatro Parámetros, obteniendo un R2 = 0.999. Los parámetros fueron a = 1.450, b = 0.407, 

c = 40.086 y d = -1.302. Los resultados se presentan en unidades de ng/mL. T2: testosterona, 

O.D: densidad óptica y 4PL: logística de cuatro parámetros. 
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Figura 27. Concentración de T2 en líquido folicular 

Los valores mínimo y máximo 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 líquido folicular según el diámetro del folículo 

fueron. Para folículos 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 mínimo y máximo 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 diámetros de folículo (Figura 29). 
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Figura 28. Curva estándar de AMH 

Esta curva estándar de concentración antimülleriana frente a densidad óptica se utiliza para 

estimar las concentraciones de muestras de líquido folicular de los folículos presentes en los 

ovarios de alpaca. Para el ajuste de la curva se utilizó el modelo de Regresión Logística de 

Cuatro Parámetros, obteniendo un R2 = 0.999. Los parámetros fueron a = 0.008, b = 1.418, 

c = 250195.731 y d = 618667.979. Los resultados se presentan en unidades de ng/mL. AMH: 

hormona antimülleriana, D.O.: densidad óptica y 4PL: logística de cuatro parámetros. 
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Figura 29. Concentración de AMH en líquido folicular 

Los valores mínimo y máximo 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 diámetros de folículo. 

AMH: hormona antimülleriana. 

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

líquido folicular 

 

Las correlaciones entre las concentraciones de hormonas en el líquido folicular fueron 

positivas entre 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 = 0.292; P = 0.413). Hubo 

una correlación 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 correlación moderada (± 0.4 <r <± 0.6). 

4.1.7. Relación entre la concentración de hormonas E2/P4 y E2/T2 en el líquido 

folicular 

 

La relación de las concentraciones de E2/P4 y E2/T2 no se encontraron diferencias 

significativas según el diámetro del folículo. Sin embargo, se observa una relación entre 

niveles altos  del cociente E2/P4 y niveles  bajos del  cociente E2/T2 en folículos con 
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diámetros 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). 
 

 

15 
 
 

 

10 
 
 

 

5 
 
 

 

0 
 
 
 

Diámetro del folículo (mm) 
 
 

Figura 30. Relación E2/P4 y E2/T2 en el líquido folicular 

No se encontraron diferencias significativas entre los diámetros foliculares de las relaciones 

E2/P4 y E2/T2 (P >0.05). La relación entre niveles altos de E2/P4 y bajos de E2/T2 se 

encontró en folículos con diámetros 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: estrógeno, P4: progesterona, T2: testosterona. *: relación E2/T2 >13, **: probables 

folículos viables para cultivo in vitro. 
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4.2. DISCUSIÓN 

 
4.2.1. Evaluación la influencia de los medios de maduración in vitro en la producción 

de ovocitos de alpaca competentes 

 

Los resultados del presente estudio son los primeros en describir la determinación de la 

competencia ovocitaria según los cambios nucleares, citoplasmáticos, apoptosis y 

morfométricos en ovocitos de alpaca durante la maduración in vitro, comparando dos medios 

de cultivo. El período de maduración in vitro fue de 40 horas para los dos grupos 

experimentales. Este valor se tomó de acuerdo con trabajos previos sobre maduración 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 resultó en altas tasas de ovocitos en metafase II 

(MII), que se contrasto con nuestros resultados. Además, está estrechamente relacionado con 

las altas tasas de formación de blastocistos tras la fecundación in vitro. La utilización de 

tiempos más largos genera una mayor tasa de ovocitos degenerados. La recuperación de 

ovocitos es de gran importancia para realizar estudios avanzados en biotecnología 

reproductiva. Son pocos los mataderos en el mundo que benefician alpacas, siendo la región 

de Puno, donde se encuentra la mayor población de alpacas en el Perú, y el distrito de Nuñoa 

el lugar con mayor beneficio. Sin embargo, se dispone de material animal limitado para 

experimentación en laboratorio. Es por ello, que utilizamos dos procedimientos secuenciales 

de recolección de ovocitos para obtener el mayor rendimiento posible, que consiste primero 

en la aspiración de los folículos utilizando jeringas de 1 mL mayores de 3 mm y luego la 

disección de los ovarios para obtener folículos menores de 1 mm. La aspiración realizada 

solo con jeringa o bomba de vacío (comúnmente aplicada en otras especies domésticas) 

(Gordon, 2003), muestra una baja tasa de recuperación 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 maduración, fecundación y desarrollo embrionario. Se han diseñado diferentes estrategias 

tecnológicas que varían en función de la tasa de embriones obtenidos y del factor económico 

(Suzuki et al. 1999). En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se demostró que 

no existen diferencias significativas entre una incubadora convencional y una portátil en la 

obtención de embriones bovinos (Pérez 2019). Este último utiliza gránulos efervescentes 

como aporte de CO2 (5%) y un baño termostático como regulador de temperatura (38.5 ºC). 

Además, en condiciones de altura, las fluctuaciones en la temperatura 
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ambiente varían de -7 a 18 ºC (Sanabria & Lhomme 2013). Estos cambios extremos de 

temperatura hacen que el uso de incubadoras convencionales sea menos viable que las 

incubadoras con baño termostático. En nuestra experiencia, la incubadora portátil responde 

mucho mejor a los cambios bruscos de temperatura ambiental. 

En nuestra investigación para determinar la competencia ovocitaria después de la 

maduración in vitro según maduración nuclear y citoplasmática, apoptosis y morfométrica, 

se utilizaron dos medios de cultivo (MM1 (Tríbulo et al. 2019) y MM2 (Saadeldin et al. 

2019)). En la mayoría de los estudios realizados en alpacas, generalmente se utiliza MM1 

para la maduración, sin embargo, hasta el momento no se sabía si era el medio de maduración 

más eficiente. Según nuestros resultados, MM2 tiene un mayor rendimiento que MM1 tanto 

en maduración nuclear (46.08 ± 5.90 por ciento para MM1 y 54.65 ± 3.0 por ciento para MM2) 

y maduración citoplasmática (67.78 ± 4.50 por ciento para MM1 y 77.61 ± 3.58 por ciento 

para MM2), aunque solo se encontraron diferencias significativas en la maduración 

citoplasmática. Por otro lado, nuestros resultados están dentro del rango reportado por otros 

investigadores. En alpacas, maduración nuclear de 65.8 ± 8.1 por ciento a las 38 h (Huanca 

et al. 2010), 65.1 ± 5.7 por ciento a las 32 h por aspiración 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 folículos 

mayores de 2 mm, suplementado con suero fetal bovino al 10 por ciento (v/v) y animales 

mayores de 11 años (Leisinger et al. 2014), 64.9  ± 8.1 por ciento, en presencia de 0.5 μg/mL 

de FSH durante 42 h (Condori et al. 2011), 46.9 por ciento usando 0.25 μg/mL, 2.5 μg/mL 

y 15 UI/mL (Ulises et al. 2019), 74.2 por ciento, 2 UI/mL de eCG y 10 UI/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 disección (Nowshari 

2005), 71 por ciento a las 42 h (Kafi et al. 2005). En alpacas aún no se reportan estudios de 

maduración citoplasmática, 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 folículos 

de 4 a 8 mm utilizando OPU (Ayala et al. 2018). Además, en este mismo estudio no se 

encontraron diferencias significativas en animales con y sin tratamiento de superovulación. 

Según los resultados en el análisis de apoptosis, MM1 tiene un porcentaje mayor que MM2 

tanto en análisis de anexina V (51.95 ± 33.23 por ciento para MM1 y 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 búfalos, se encontraron resultados de 9.83 a 10.42 por ciento para la anexina V 

usando diferentes concentraciones de leptina como tratamiento (Khaki1 et al. 2014). Aún se 

requieren más estudios sobre la apoptosis temprana y tardía en ovocitos de alpaca para 

corroborar nuestros resultados y crear un umbral permisible de porcentajes máximos y 

mínimos de concentración de anexina V y yoduro de propidio. 

Según nuestros estudios morfométricos realizados en ovocitos madurados con dos medios 

de maduración, para el caso de diámetro del ovocito se obtuvieron 136.14 ± 15.24 μm y 

133.42 ± 14.56 μm, espesor de zona pelúcida 16.73 ± 4.98 μm y 16.84 ± 3.96 μm, área del 

espacio perivitelino 8686.18 ± 3016.88 μm2 y 11018.91 ± 2465.40 μm2 usando MM2 y MM1 

respectivamente. No se encontraron trabajos de referencia en alpacas. Sin embargo, en 

camélidos dromedarios existe un estudio morfométrico con diámetro de ovocito 145.93 

± 0.85 μm y 141 ± 0.87 μm, espesor de zona pelúcida 10.52 ± 0.31 μm y 10.76 ± 0.38 μm, 

para ovocitos con primer cuerpo polar y degenerados respectivamente (Saadeldin et al. 

2017). La comparación de estos estudios muestra que los ovocitos con mayor diámetro y una 

zona pelúcida más delgada se relacionan con ovocitos de calidad y una alta tasa de 

fecundación (Loutradis et al. 1999), obteniendo mejores resultados con el MM2. En el caso 

del área del espacio perivitelino, se sabe que una mayor área se relaciona con una baja tasa 

de fecundación (Rienzi et al. 2008), se encontraron mejores resultados de calidad ovocitaria 

utilizando MM2. 

Las diferencias entre los medios de maduración se deben a su composición y concentración 

de los reactivos utilizados en cada uno de los medios. En cuanto a la concentración de pFSH, 

fué de 25 µg/ml frente a 10 µg/mL, 17β-estradio de 2 µg/mL frente a 1 µg/mL para MM1 y 

MM2 respectivamente. Sin embargo, MM1 no contiene hCG ni EGF en su composición, 

siendo estas moléculas cruciales para obtener ovocitos competentes en alpacas. La hCG 

participa en el mecanismo molecular de la maduración (Humaidan & Alsbjerg 2014) y el 

EGF participa en el mecanismo molecular del crecimiento de los ovocitos (Richani & 

Gilchrist 2018). Por otro lado, la administración de cisteamina e insulina en MM2 ayuda en 

la desintoxicación celular (Karadjole et al. 2006) y en el metabolismo energético del ovocito 

(Purcell et al. 2012), respectivamente. Recomendamos realizar más estudios utilizando estos 

reactivos de forma individual y colectiva, así 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 biología molecular para dilucidar 

las rutas de señalización de dichas moléculas. Asimismo, se recomienda realizar estudios 

complementarios con predictores de calidad ovocitaria a nivel molecular. 

4.2.2. Determinación de las concentraciones y proporciones de hormonas esteroides 

sexuales y hormona antimülleriana en el líquido folicular de alpacas según el 

diámetro folicular 

 

Los resultados de este estudio determinan por primera vez las concentraciones de estrógeno, 

progesterona, testosterona y hormona antimülleriana en el líquido folicular para diferentes 

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

Para el análisis de hormonas reproductivas se utilizaron kits Elisa de diferentes proveedores. 

Cabe mencionar que aún existen diferencias en la capacidad de detección y medición de 

algunas pruebas comerciales sobre concentraciones en fluidos fisiológicos. En el caso de las 

alpacas, aún no hay disponibilidad en el mercado de Kits Elisa con anticuerpos específicos 

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 diseñados para otras especies. Se utilizó el modelo de Regresión Logística de 

Cuatro Parámetros para realizar los cálculos para la determinación de la concentración de 

hormonas en todos los Kits Elisa. 

En las gónadas, los esteroides sexuales desempeñan un papel central en la regulación de la 

espermatogénesis, la ovogénesis, la foliculogénesis y la esteroidogénesis. En los mamíferos, 

la biosíntesis de estrógenos es catalizada por el proceso de aromatización de los andrógenos 

por la enzima aromatasa P450 (Carreau et al. 2011). En la actualidad existen pocos estudios 

sobre la determinación de la concentración de estradiol en el líquido folicular, puesto que, es 

un trabajo mucho más específico en comparación con el análisis en muestras sanguíneas. 

Según nuestros resultados para la determinación de E2 en el líquido folicular se obtuvieron 

valores mínimos y máximos de 1217.93 ± 296.58 pg/mL y 3833.57 ± 105.50 pg/mL 

respectivamente, siendo la media de 3115.34 ± 940.35 pg/mL. En estudios realizados en suero 

sanguíneo de alpacas hembras realizada por el Centro de Diagnóstico de Salud Animal 

(Semevolos et al. 2013), se obtuvieron concentraciones de 18.0 - 31.3 pg/mL en suero 

sanguíneo, no se especifica el método de detección. Otro estudio en plasma sanguíneo en 

animales después del parto, muestra concentraciones de 2.17 - 6.53 pg/mL, se utilizó la 
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técnica de inmunoensayo de luminiscencia de la compañía Kodak Clinical Diagnostics (Aba 

et al. 1998). En un estudio sobre los efectos del comportamiento de apareamiento y el estado 

ovárico folicular de las alpacas hembras en la concepción, determinó los niveles plasmáticos 

de E2 de 0.32 - 9.96 pg/mL, se utilizó el kit RIA de Biochem Immunosystems Inc., (Vaughan 

et al. 2003). Por su parte (Asmat 2016) para determinar la relación entre los estadios 

foliculares y los niveles de estradiol intrafolicular en alpacas utilizó el Kit RIA de la Empresa 

Dia Source en el líquido folicular de diferentes diámetros foliculares, se reportaron los 

siguientes niveles de estradiol correspondientes: para folículos 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 más de 10 mm (234.8 ± 54.3 ng/mL) y para folículos 

atrésicos 4.2 ± 2.8 ng/mL. En un estudio realizado por (Pacheco et al. 2019) las variaciones 

de la composición bioquímica del líquido folicular de alpaca según el estado de crecimiento 

del folículo ovárico, 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 

según crecimiento folicular con diámetros < 4 mm, 5 - 7 mm y > 7 mm, respectivamente. 

Otro estudio que usó suero sanguíneo y el kit RIA de Diagnostic Products Corporation en 

muestras de animales preñados y no preñados, informó concentraciones de estradiol de 0.85 

± 0.59 pg/mL y 0.68 ± 0.47 pg/mL, respectivamente (Díaz 2010). De todos los estudios 

mencionados anteriormente, la concentración en muestras de suero varía de 0.32 pg/mL a 

31.3 pg/mL mientras que en el líquido folicular las concentraciones varían de 0.8 ng/mL a 

566.9 ng/mL. En nuestro estudio las concentraciones obtenidas están dentro del rango con 

una media de 3.12 ng/mL. Cabe mencionar que según nuestros resultados existe una caída 

en la concentración de E2 en folículos con diámetros mayores a 1.5 mm. Muchos factores 

pueden estar involucrados en los cambios en las concentraciones de E2, desde la técnica 

utilizada para la detección y medición, hasta los aspectos fisiológicos del animal. 

Las concentraciones de progesterona en el líquido folicular actualmente se han 

correlacionado con la calidad del ovocito, incluso el cociente E2/P4 es mejor indicador de la 

maduración del ovocito que el diámetro del folículo (Mendoza et al. 1999), además del papel 

conocido como predictores de implantación y embarazo (Kobayashi et al. 1991; Vanluchene 

et al. 1991). En la actualidad, no existe ningún estudio relacionado con la determinación de 

concentraciones de P4 en líquido folicular en alpacas. Sin embargo, se presentan estudios 

sobre muestras de sangre. En el análisis 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 lúteo y con cuerpo lúteo, respectivamente (Adams et al., 2005). En los análisis 

realizados por el Centro de Diagnóstico 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 

(Aba et al. 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 preñadas, preñadas, preparto y posparto, respectivamente (Raggi et 

al. 1999). En presencia del cuerpo lúteo, se obtuvieron 1.4 ± 0.2 ng/ml utilizando el kit RIA 

de Siemens (Norambuena et al. 2017). Según los estudios mencionados, las concentraciones 

de progesterona varían de 0.04 ng/mL a 8.80 ng/mL. En nuestro estudio se obtuvieron 

concentraciones mínimas y máximas en el líquido folicular de 146.49 pg/mL y 1647.07 

pg/mL respectivamente, siendo la media de 827.45 pg/mL (0,83 ng/mL). Aún se requieren 

más estudios relacionados con la concentración de P4 en el líquido folicular teniendo en 

cuenta la cantidad de tejido del cuerpo lúteo en el ovario, puesto que, se sabe que los cuerpos 

lúteos son productores de P4 y que estos podrían afectar las concentraciones en el líquido 

folicular en las diferentes etapas de crecimiento. 

Las altas concentraciones de testosterona en el líquido folicular se han asociado con una baja 

calidad de los ovocitos, y en particular, con ovocitos que muestran baja ratio en fertilización 

(Botero-Ruiz et al. 1984). A su vez, una relación E2/T2 baja puede asociarse con atresia 

folicular temprana (López & Sánchez 2013). Actualmente en alpacas hembras, no existe 

ningún estudio sobre la determinación de concentraciones de T2 en líquido folicular. Sin 

embargo, se presentan estudios sobre muestras de sangre. Con el kit RIA fabricado en el 

Laboratorio de Endocrinología 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 Diagnóstico de Salud Animal fueron 0.0 - 0.01 ng/mL (Semevolos et al. 2013). Según los 

dos estudios mencionados las concentraciones varían de 0.0 ng/mL a 0.06 ng/mL. En nuestro 

estudio en el líquido folicular se obtuvieron valores mínimos y máximos 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 según nuestros resultados existe una caída en la concentración de T2 

en folículos con diámetros mayores a 1.5 mm. Los niveles de testosterona en nuestros 

resultados son superiores a los estudios reportados en suero sanguíneo, aún se requieren más 
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estudios para determinar la concentración de T2 en el líquido folicular para poder corroborar 

nuestros resultados y determinar el umbral máximo de T2. 

La hormona antimülleriana además de su papel más conocido en la diferenciación sexual del 

embrión (Josso et al. 2006), también tiene un papel importante como marcador molecular de 

la reserva ovárica (Gamarra et al. 2014). Esta última función permite predecir la respuesta del 

pool de folículos, teniendo mayor aplicabilidad a la hora de realizar tratamientos de 

superovulación. A la fecha, no existen estudios sobre la determinación de la concentración de 

AMH en el líquido 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 líquido folicular los valores mínimo y máximo 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 están dentro de los niveles de los estudios reportados. Sin embargo, aún se 

requieren más estudios sobre las concentraciones de AMH en el líquido folicular de las 

alpacas. 

En la actualidad, no existe un criterio bien establecido para el uso de ovocitos según el 

diámetro folicular en alpacas. Muchos investigadores que se dedican al cultivo in vitro no 

tienen en cuenta el diámetro del folículo. Puesto que, en primera instancia, la finalidad es 

rescatar todos los ovocitos independientemente de que sean viables o no. Habitualmente, los 

criterios de evaluación se dan tras la extracción de los ovocitos del folículo, la maduración 

in vitro y la fecundación hasta la formación del embrión. Algunas investigaciones sugieren 

que la autonomía del ovocito para el cultivo in vitro se adquiere cuando existe una relación 

E2/P4 alta y una relación E2/T2 baja en los folículos (López & Sánchez 2013). De acuerdo 

con nuestra investigación, proponemos que existe una alta probabilidad de obtener ovocitos 

de alpaca viables para cultivo in vitro utilizando diámetros de folículo que van desde 4 mm 

hasta 10 mm. 



 

 

 

 

 

 

V. CONCLUSIONES 

 
 

• El presente estudio muestra que MM2 presenta mejores resultados en la maduración 

citoplasmática, área del espacio perivitelino y anexina V. Sin embargo, la 

maduración nuclear, el diámetro del ovocito, el espesor de la zona pelúcida y tinción 

con yoduro de propidio no mostraron diferencias significativas entre los dos medios 

de cultivo. Esto se debería a que MM2 contiene en su composición factor de 

crecimiento epidérmico, gonadotropina coriónica humana, cisteamina e insulina que 

participan directa e indirectamente en la obtención de ovocitos competentes de 

alpacas. 

• Los niveles de E2 en el líquido folicular se encuentran en el rango informado por otros 

investigadores. En folículos mayores de 15 mm, se reportan niveles bajos de E2 y 

T2. Las concentraciones de P4 y AMH en el líquido folicular en los diferentes 

diámetros del folículo no presentan diferencias significativas. 

• En los análisis de correlación de Pearson entre E2 y P4, E2 y AMH, P4 y T2 se 

encuentran correlaciones muy bajas; mientras, T2 y AMH, P4 y AMH correlaciones 

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

• Las proporciones E2/P4 y E2/T2 en el líquido folicular según los diámetros de los 

folículos sugieren que los ovocitos de folículos con diámetros que van de 4 mm a 10 

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

• Los animales de experimentación que se sacrificaron y cuyos ovarios se utilizaron para 

la aspiración folicular se encontraban en diferentes etapas de sus ciclos ováricos, por 

lo que los niveles hormonales informados corresponden a un determinado tamaño del 

folículo, no a una etapa específica del ciclo ovárico. 



 

 

 

 

 

 

VI. RECOMENDACIONES 

 
 

• Evaluar la suplementación de diferentes concentraciones de factores de crecimiento, 

como la proteína morfogenética ósea, factor de crecimiento epidermial, factor de 

crecimiento de fibroblastos, somatotropina bovina fetal, factor de diferenciación 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 de alpacas. 

• Evaluar la suplementación de diferentes concentraciones de antioxidantes como 

ácido ascórbico, glutatión, retinol, α-tocoferol, polifenoles, carotenoides, etc., en el 

medio de cultivo MM2 para determinar su respuesta en el rendimiento de los ovocitos 

competentes de alpacas. 

• Realizar nuevos ensayos utilizando predictores de calidad de ovocitos; morfológicos, 

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

• Continuar con los procesos de cultivo in vitro; fertilización in vitro y desarrollo 

embrionario, generando medios estandarizados y realizando seguimientos con 

predictores de calidad del cigoto hasta la obtención del blastocisto. 

• Realizar investigaciones de genómica funcional, transcriptómica, proteómica, 

metabolómica e integración de las ómicas en la foliculogénesis de ovarios de alpacas 

in vivo e in vitro con la finalidad de entender los mecanismos moleculares que 

subyacen en la compleja interacción entre el ovocito, la célula de cúmulos, célula de 

la granulosa, células de la teca interna y externa, entre otras. 
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Anexo 1. Fotografía de ovarios de alpacas 
 

Anexo 2. Fotografía de la cámara de atemperamiento de ovocitos, los medios de 

cultivo, medio de lavados y aceite para laboratorio a 38.5 ºC 
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Anexo 5. Espectrofotómetro para la dedición de hormonas 
 

 
 

Anexo 6. Microscopio de fluorescencia para la medición de apoptosis 
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Anexo 9. Kit de ELISA de Testosterona para determinar la concentración de hormonas 
 

Anexo 10. Kit de ELISA de Progesterona para determinar la concentración de hormonas 
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