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RESUMEN

SUPLEMENTACION HORMONAL EN LA MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS
CANINOS (CANIS FAMILIARIS): METAANALISIS

Por:

Bianca Viviana Orozco Galindo

La maduracion in vitro (MIV) de ovocitos caninos (Canis familiaris) es una técnica que
contintia con deficiencias en maduracién nuclear de los ovocitos. Este metaanalisis tuvo como
objetivo evaluar la eficacia de la suplementacion hormonal de manera individual y conjunta sobre la
MIV de ovocitos caninos.

Se utilizo el software MedCalc para la estadistica de los datos. Estos se evaluaron mediante
la raz6n de momios (RM) usando un modelo de efectos fijos con un intervalo de confianza (IC) del
95%. Se analizaron un total de 43 datos, 27 pertenecientes a la suplementacion individual de
hormonas, las cuales fueron: hormona foliculo estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH),
progesterona (P4), estradiol (E2), gonadotropina coridnica equina (eCG), gonadotropina coridnica
humana (hCG), hormona del crecimiento (GH, por sus siglas en inglés) y somatotropina humana
(hST) y 16 a la suplementacion en conjunto de hormonas. En los resultados generales hubo una
relacién significativa en la maduracién nuclear, es decir, metafase Il (MII) con la suplementacion
individual de hormonas (RM= 1.8, IC=1.5a 2.3, P <0.001) y en conjunto (RM=1.8, IC=1.3a 2.4,
P < 0.001). Las hormonas que tuvieron un efecto positivo en la maduracién de los ovocitos fue la
FSH (RM= 5.6), E2 (RM= 2.3) y hCG (RM= 2.7) en el caso del analisis de las hormonas
suplementadas en conjunto fueron hCG + eCG (RM= 3.5), hCG + P4 (RM=37.9) y hCG + P4 + E2
(RM= 7.7). Esto sugiere que la combinacion de hormonas como suplementacion en la MIV de
ovocitos caninos tiene un efecto positivo en la maduracién, siendo la combinacién de hCG + P4 la
que obtuvo mayor tasa de maduracién y resultados en la RM.

Palabras clave: ovocitos; canino; maduracién in vitro; suplementacion; hormonas; metaanalisis.
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1. INTRODUCCION

La produccion in vitro (PIV) de embriones se ha convertido en una técnica muy frecuente
hablando de grandes especies como bovinos. El éxito y demanda en la PIV han aumentado
considerablemente en los Gltimos afios, no obstante, en los caninos no es frecuente y se enfrenta con
el obstaculo para la obtencién de embriones, tal como baja tasa en la maduracion in vitro (MIV), ya
que representa el principal factor limitante en el desarrollo de tecnologias de reproduccion asistida
(TRA) en caninos domésticos como salvajes (Chastant et al., 2012).

En la mayoria de los caninos el ovocito se ovula en la etapa de vesicula germinal (VG) de 1
a 2 dias despues del pico preovulatorio de la hormona luteinizante (LH), y concluye su maduracion
(metafase 1) en el oviducto de 48 a 72 h después de la ovulacion (Suzukamo et al., 2009). Esto ha
dificultado la generacion de un medio 6ptimo para la MIV de ovocitos caninos tratando de simular la
fisiologia reproductiva ha sido un reto y con bajos porcentajes de éxito en la maduracion, siendo la
reanudacién meiotica el mayor obstaculo en la MIV. Se sabe que el adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) tiene un rol importante en la detencién y reanudacion meiotica (Minelli y Bellezza, 2011).
Al igual la reanudacién meidtica se atribuye a la actividad hormonal, especificamente a la hormona
foliculo estimulante (FSH) y el pico de la LH que se genera en el ciclo estral el cual tiene accion sobre
las uniones gap (UG) disminuyendo los niveles de AMPc, en condiciones in vivo (Albuz et al., 2010;
Luciano et al., 2011). Los distintos niveles de AMPc activan o desactivan los componentes del factor
promotor de la maduracion (MPF) conduciendo a la adquisicion de competencia meiética (Rodrigues
y Rodrigues, 2003). Durante el periodo de maduracion del ovocito en el oviducto, se menciona que
la progesterona esta presente en concentraciones altas (Chastant-Maillard et al., 2012). Por lo tanto,
el objetivo del presente trabajo es la recopilacion y analisis de los resultados de distintos estudios
sobre la suplementacion hormonal de manera individual y en conjunto sobre la MIV de ovocitos
caninos mediante el andlisis estadistico razén de momios (RM) para determinar el cociente entre la

suplementacién hormonal y el control sobre la MIV de ovocitos caninos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Anatomia y fisiologia reproductiva en caninos domésticos

El aparato reproductor de la hembra consta de ovarios, oviducto, cuernos uterinos, Utero,
cérvix, vagina, vestibulo vaginal y vulva, ubicados en el interior y exterior del abdomen de la perra
(\Valera, 2016). Los ovarios se encuentran en par dentro de la bursa ovérica. Estos pueden tener forma
esférica u oval y ser del tamafio de un frijol o de un haba; por su tamafio, algunas veces los foliculos
no se pueden apreciar a simple vista (Paramo y Balcézar, 2013). Los ovarios tienen la funcién de
producir ovocitos y secretar hormonas (Valera, 2016). Enseguida se encuentra el oviducto, que tiene
forma tubular y esté dividido en tres partes: la parte proximal al ovario se llama infundibulo, la parte
media ampula y finalmente en la parte distal al ovario se encuentra el istmo; en el caso de la perra, el
oviducto se encuentra insertado en la bursa ovarica por lo que, en comparacién con hembras de otras
especies, es dificil de identificar (Paramo y Balcézar, 2013). El oviducto canino tiene como funcién
principal la maduracion de los ovocitos, ya que los ovocitos son ovulados por el ovario en etapa de
VG (que seria la etapa inmadura del ovocito) y requiere de dos a cinco dias para madurar (Pereira et
al., 2012). El oviducto puede proporcionar un entorno adecuado para el almacenamiento, la
maduracion final de los ovocitos, los espermatozoides y el transporte de gametos, asi como mantener
un ambiente optimo (Lee et al., 2017). Por lo tanto, los ovocitos caninos estan expuestos a las
secreciones oviductales y estan en contacto con la mucosa oviductal durante largo tiempo, y esto
puede ser crucial en la adquisicion de la competencia de los ovocitos (Lange-Consiglio et al., 2017).
Tiempo atras se demostrd que varios componentes (células, proteinas, etc.) del liquido oviductal son
importantes para la fertilizacién y el desarrollo embrionario temprano en caninos (Hewitt y England,
1999).

El aparato reproductor de la perra posee dos cuernos uterinos, por lo que se clasifica como
bicorne (Paramo y Balcazar, 2013); en los cuernos uterinos se alojan los embriones durante la
gestacion (Valera, 2016). Los cuernos uterinos se cierran formando el Gtero, que es un 6rgano tubular
corto (Valera, 2016). En la parte distal del Gtero se encuentra el cérvix, el cual separa el cuerpo uterino
de la vagina y lo protege del exterior (Paramo y Balcézar, 2013). La vagina es larga, se encuentra
entre el cérvix y el vestibulo vaginal, en el cual se lleva la deposicion del semen durante la copula
(Valera, 2016). En la parte terminal y exterior del aparato reproductor de la perra se encuentra la
vulva que esta formada por dos labios vulvares (izquierdo y derecho) (Paramo y Balcazar, 2013); su
funcion urogenital consiste en la monta y como la parte final del aparato urinario (Valera, 2016)
(Figura 1).
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Figura 1. Dibujo esquematico de la anatomia reproductiva en la perra. Fuente: Konig y Liebich, 2011 ©.

2.1.1 Ciclo estral

Los caninos domésticos son monoéstricos no estacionales debido a su domesticacion, sin
embargo, en los caninos silvestres sigue presente la estacionalidad (Farstad, 2000). La pubertad en
caninos domésticos ocurre entre los 6 y los 10 meses de edad, al igual que los coyotes (Carlson y
Gese, 2007), y experimentan un nuevo ciclo ovarico cada 6 meses aproximadamente (Valera, 2016).
El ciclo reproductivo esta dispuesto en cuatro etapas: proestro, estro, diestro y anestro (Concannon,
2011). El control en la actividad ovérica en los mamiferos esta mediada por la interaccion de las
hormonas producidas por el hipotdlamo, la hipdfisis y el ovario (Brown, 2017). El hipotdlamo
produce a la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) la cual se une a los receptores de la
hip6fisis para asi liberar a la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH).
Estas hormonas viajan por el torrente sanguineo hasta los ovarios donde realizan las funciones
especificas de cada una (Brown, 2017).

En la fase de proestro (fase folicular) la duracién es de 5 a 20 dias (Concannon, 2011), en la
gue se presenta un sangrado vulvar y la hembra atrae al macho; existe un desarrollo folicular, en el
cual el foliculo va aumentando de tamafio (Rodrigues y Rodrigues, 2010) a causa de la FSH y un
aumento del estradiol (E2) intrafolicular (Castro, 2016). Posteriormente, el estro con una duracion de
5 a 15 dias (Concannon, 2011), en el cual la hembra se encuentra receptiva al macho permitiendo la

monta (Soto et al., 2013). En el transcurso del proestro y estro hay un aumento de las concentraciones
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de P4 antes de la ovulacidn al igual que la liberacion de la LH (Miranda et al., 2018). La siguiente es
la etapa de diestro (fase lutea) que es prolongada en las hembras de los caninos y se forma el cuerpo
lateo (CL) por acciéon de la LH (Rodrigues y Rodrigues, 2003), aumentando los niveles de
progesterona (P4) proveniente del CL, el cual esta presente en hembras prefiadas y no prefiadas
(Miranda et al., 2018). Como ultimo esta la etapa de anestro con una duracion de 80 a 240 dias,
caracterizada como la inactividad ovarica y un aumento de la secrecion de LH marca el final de esta
etapa reanudando asi la actividad ovarica (Rodrigues y Rodrigues, 2003). La duracidon de las etapas
del ciclo estral en caninos domésticos puede variar en su duracion por el tamafio de las hembras,
especificamente, las hembras de menor tamarfio tienen un intervalo mas corto entre estros que las
hembras grandes, por lo que pueden llegar a presentar mas de un estro al afio (Lunardon et al., 2015).

La fisiologia de la perra, en comparacion de otras especies de mamiferos, como ya se ha
mencionado, tiene caracteristicas particulares tales como: el pico de LH dura de 48 a 72 h, lo que lo
hace de una duracion larga, asi como una luteinizacion preovulatoria con un aumento paulatino de P4
plasméatica antes del pico de LH (Jewgenow y Songsasen, 2014). Los foliculos ovaricos
(aproximadamente el 40%) tienen méas de un ovocito, y finalmente como caracteristica mas notoria
es la ovulacién de un ovocito inmaduro (vesicula germinal), alcanzando la metafase Il (MII) después
72 h aproximadamente, de maduracion en el oviducto canino (Fahiminiya et al., 2010; Steckler et al.,
2017).

2.1.1.1 Proestro

En los perros, el proestro se manifiesta con la hembra atrayendo al macho. Sin embargo, la
hembra no permite la monta (Paramo y Balcdzar, 2013). Esta etapa puede llegar a durar
aproximadamente 5 a 20 dias (Concannon, 2011) y se caracteriza por los signos clinicos de hinchazén
de la vulva, secreciones sanguinolentas y el dominio de estrogenos (Carlson, 2008; Concannon,
2011). La secrecion sanguinolenta resulta de la estimulacion del crecimiento celular en el
revestimiento uterino debido al aumento de estrégenos liberados de los foliculos en desarrollo en el
ovario (Carlson, 2008; Packard, 2018). El aumento de E2 de 5 a 15 pg /mL hasta alcanzar los 40 a
120 pg /mL durante el proestro también se ve acompafiado de aumentos en la androstenediona y
testosterona (Concannon, 2011). En la citologia vaginal se pueden observar células epiteliales,
neutrdfilos, eritrocitos, células cornificadas, células escamosas intermedias e intermedias grandes
(Concannon, 2011). Como estructuras ovaricas los foliculos comienzan a crecer (Paramo y Balcazar,
2013), dando paso a la foliculogénesis, aqui cada foliculo es controlado por factores endocrinos y
paracrinos, teniendo un ciclo de desarrollo en dos fases, pre-antral y antral, y tres etapas: primordiales,

primarios y secundarios. Por accion de la FSH hay un reclutamiento folicular, en el cual en la fase
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pre-antral el foliculo primordial crece hasta ser un foliculo secundario, y en la fase antral hay una
proliferacion de las células de la granulosa y acumulacion de liquido en el espacio antral (Songsasen
et al., 2017; Brown, 2017). En esta etapa ocurre el aumento de la actividad folicular, donde los
ovocitos van madurando y el foliculo se prepara para la ovulacion (Carlson, 2008). El foliculo esta
acompafiado de las células de la teca (Fahiminiya, 2010) responsables de la secrecion de E2 (Stornelli
et al., 2015), que tiene un efecto de retroalimentacion positiva sobre la GnRH, por lo gue provoca un
aumento un aumento en la FSH vy la liberacion episddica de la LH (Evecen, 2011).

El proestro termina con el pico de LH preovulatorio y la disminucidn de las concentraciones
de E2 (Concannon, 2011). Hormonalmente, en el proestro hay un aumento inicial en el E2 en plasma,
que varia entre 10 y 20 pg/mL, y un pico de 30-50 pg/mL mas adelante en esta fase (Hatoya et al.,
2009; Castro, 2016). El E2 elevado también sincroniza la maduracion de varios ovocitos que se
desarrollan en los foliculos del ovario (Packard, 2018). La progesterona (P4) permanece baja,
generalmente por debajo de 1 ng/mL, pero ocasionalmente aumenta a 3 ng/mL. Puede haber un
aumento leve de la LH entre 9 y 24 dias antes del pico de la LH preovulatorio, que ocurre durante el
estro debido a la disminucion del E2 por efecto de la retroalimentacion positiva de esta hormona
(Castro, 2016).

2.1.1.2 Estro
El estro es la etapa activa de la perra donde se encuentra receptiva hacia el macho

(Concannon, 2011). En el estro, las hembras sefialan la disposicion a copular parandose y desviando
la cola hacia un lado (Packard, 2018). Tiene una duracion de 5 a 15 dias aproximadamente y la vulva
continua edematizada pero la secreciéon sanguinolenta disminuye (Valera, 2016). En la citologia
vaginal, se muestra una cornificacion uniforme de células epiteliales con nucleos picnéticos, y la
desaparicion de eritrocitos y leucocitos (Carlson, 2008). La vulva suele estar blanda o inflamada en
esta fase (Concannon, 2011; Haji et al., 2018).

Las células de la granulosa del foliculo preovulatorio producen P4 (Willingham et al., 2003)
y los niveles de esta comienzan a aumentar con 1 a 3 ng/mL (Concannon, 2011) y elevandose al final
de la etapa con 6 ng/mL al momento de la ovulacion (Tahir et al., 2013), por lo que los ovocitos se
encuentran expuestos a niveles altos de P4 y E2 dentro del foliculo por la luteinizacion preovulatoria
de las células murales en el foliculo (Hewitt y England, 1998; Oh et al., 2005; Babu et al., 2016; Kim
et al., 2017), al igual que ocurre la proliferacion y diferenciacion de las células de la granulosa antes
del aumento de LH (Su et al., 2008). Después del pico de LH, las concentraciones E2 disminuyen de

20 a 10 pg/mL, y la P4 comienza a aumentar rdpidamente de 10 a 25 ng/mL (Concannon, 2011).



Hay una oleada preovulatoria de LH, esta alcanza de 5 al5 ng/mL (Castro, 2016), durante el
aumento de LH, los foliculos secretores de estrdgenos se transforman en cuerpos lUteos por la
hipertrofia e hiperplasia de las células que secretan P4 (Carlson, 2008). Es entonces donde los
cambios hormonales antes mencionados, controlan la conducta para la preparacién copulatoria en las
hembras, para que coincida con la ovulacién (Packard, 2018). La P4 y el E2 participan en la
modulacion de la morfologia y fisiologia del oviducto, proporcionando asi un ambiente 6ptimo para
la maduracion de los ovocitos, la capacitacién espermaética, contracciones que impulsan a los
espermatozoides hacia el ovocito (Carlson, 2008), la fertilizacidn y el transporte bidireccional de
gametos y embriones (Akison y Robker, 2012). Los cilios son la manera principal para el transporte
del cigoto, y los blastocistos pasan a los cuernos uterinos 10 dias después de la ovulacién y se
implantan de 19 a 20 dias después de la ovulacion (Carlson, 2008). Puede haber una supresion
fisiologica de la reproduccion por factores de alto estrés, esto se debe a que la hormona LH en caninos
responde al antagonista opioide naloxona, y por tanto, la supresion del estrés podria explicarse por
los opioides enddgenos que suprimen la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) en el
hipotalamo, lo que resulta en una secrecién deprimida de LH y, en consecuencia, en la incapacidad
de ovular. También esté relacionado la mala alimentacion y el estado de salud del animal (Castro,
2016).

2.1.1.3 Diestro

Esta etapa se conoce como la fase IGtea y en la que los ovocitos de perra requieren 48 a 72 h
en el oviducto para alcanzar la MIl y volverse fertilizables (Nagashima et al., 2019). El tiempo que
dura esta etapa se determina hasta que el cuerpo luteo disminuya, de 50 a 80 dias en perras
(Concannon, 2011). Los niveles medios de P4 también son similares en las hembras prefiadas y las
gue no. Sin embargo, los niveles elevados de P4 en plasma se mantienen invariables durante la
gestacion y disminuyen a niveles no detectables en el parto (Carlson, 2008).

Dos dias después del aumento de LH, ovocitos en etapa de VG se ovulan en el oviducto
(Carlson, 2008; Nagashima et al., 2019). En la mayoria de las especies domésticas, los ovocitos en
VG experimentan meiosis en las etapas finales de la maduracion folicular, siendo ovulados en la M.
Sin embargo, en los caninos no sucede asi (Pereira et al., 2019). A las 44 h después de la ovulacién,
los ovocitos en VG estan compuestos por una membrana nuclear y un nucléolo, el cual tiene la masa
de cromatina descondensada (Rodrigues y Rodrigues, 2006a). Las células del cumulus estan
apretadas y en multicapa, el ooplasma oscuro y uniforme por el alto contenido de lipidos (Farstad,
2000; Luvoni, 2000; Kim et al., 2005). El ovocito viaja hacia el ampula del oviducto, la P4 regula las

contracciones en la capa muscular oviductal para el transporte de ovocitos y embriones (Reynaud et



al., 2015). Llevando a cabo en el oviducto la reanuda de la meiosis 48 a 72 h después de la ovulacion,
completando la maduracién (MII) (Jewgenow y Songsasen, 2014; No et al., 2018). Sin embargo, la
fertilizacién ocurre 83 h después de la ovulacién y se observan los dos pronucleos a las 92 h
(Jewgenow y Songsasen, 2014).

En la formacion del CL, las células luteas se desarrollan a partir de las células de la teca y de
la granulosa (Concannon, 2009). El CL sintetiza a la P4 por lo que sus concentraciones aumentan
para mantener la gestacién (en caso de que el ovocito haya sido fecundado), teniendo accion de
retroalimentacion negativa sobre la GnRH, disminuyendo las concentraciones de las gonadotropinas
(FSH y LH) (Carlson, 2008; Concannon, 2009). Los signos clinicos varian si la perra ha entrado en
gestacion o no, es decir, el Gtero se prepara para la concepcion del embrion o sufre una reparacion
histoldgica del endometrio en ausencia de una gestacion (Concannon, 2011). En la citologia vaginal
hay abundantes leucocitos, asi como células epiteliales, escamosas nucleadas y neutrofilos (Carlson,
2008). Se han reportado altos niveles de P4 en el liquido oviductal canino durante la etapa de diestro,
esta es importante para la reanudacién y la progresion de la meiosis, por lo que es un factor clave en

este proceso de maduracion funcional postovulatoria (Mukai et al., 2020).

2.1.1.4 Anestro

Es la etapa mas larga que puede llegar a durar de 80 a 240 dias (Concannon, 2011), no hay
signos clinicos presentes (Paramo y Balcazar, 2013). Se ha mencionado que el objetivo principal de
esta etapa es aumentar la sensibilidad de la GnRH, vy asi facilitar la capacidad de respuesta de la
corteza ovarica hacia la LH y FSH (Salavati et al., 2013).

Generalmente el anestro es relacionado como la inactividad ovarica, sin embargo, en
cuestiones endocrinoldgicas no lo es (Pereira et al., 2012). En los caninos, el lapso de anestro
temprano a tardio esta relacionado con un aumento de las concentraciones basales de FSH (Palomino
y De los Reyes, 2016), las concentraciones de E2 sérico son variables, pero generalmente bajas 7
pg/mL (Oh et al., 2005) y la P4 sérica permanece por debajo de 1 ng/mL (Concannon, 2011). Estas
secreciones esporadicas de gonadotropinas (FSH y LH) se relacionan con el reclutamiento folicular
(Carlson, 2008). En la citologia vaginal se observan células epiteliales no coronadas que tienen
nlcleos de distintos tamafios y leucocitos en ndmeros relativamente altos, y también hay un nimero

escaso de células parabasales y nimeros variables de neutréfilos (Castro, 2016).

2.1.2  Maduracion in vivo
A diferencia de otras especies de mamiferos, el ovocito canino se ovula en la etapa de VG

(Suzukamo et al., 2009; Nagashima y Songsasen, 2021) y progresa a MlII en el oviducto (Herrick,



2019). Durante la detencidn meidtica del ovocito, la via de la proteina quinasa activada por mitdgenos
(MAPK) actla sobre la fosforilacion de varios sustratos, tal como: factores de transcripcion y
proteinas del citoesqueleto, con el fin de mantener los ovocitos bloqueados permitiria imitar el
periodo de capacitacién (Pereira et al., 2012).

Generalmente, se ha descrito que el inicio de la maduracion del ovocito es representado por
la descomposicidn de la vesicula germinal (GVBD, por sus siglas en inglés), que es el primer cambio
visible que conduce a la reanudacién de la meiosis (Ramos et al., 2018). Se requieren de dos a cinco
dias después de la primera division meidtica hasta la maduracion completa del ovocito (Pereira et al.,
2012). La GVBD se manifiesta en la condensacion de la cromatina, la aparicion de cinetocoros
(puntos de anclaje entre los cromosomas y los microtabulos) y la ruptura de la membrana nuclear
(Ramos et al., 2018). En las proximas horas comienza la metafase 1 (MI), en la cual los centriolos se
duplican y los cromosomas (en pares diploides), ahora estan libres en el citoplasma (Ferreira et al.,
2009), momento en el que el ovocito primario sufre una division meiética que conduce a la formacion
de dos nuevas células (Ramos et al., 2018).

Posteriormente, se considera que la célula es un ovocito secundario, y los cromosomas
nuevamente se alinean en el centro del huso, que es una caracteristica principal de la MII (Ferreira et
al., 2009). Entonces, la progresion de la meiosis caracteriza la maduracion nuclear de los ovocitos
pero no asegura por si sola un mayor desarrollo embrionario, y no menos importante la maduracion
citoplasmatica (Ramos et al., 2018), que se define por la redistribucion de organulos citoplasmaticos,
incluidas mitocondrias y granulos corticales, la reorganizacion dinamica de los filamentos del
citoesqueleto, incluido el desarrollo de las estructuras de la red de microtibulos cerca del ADN
condensado y la maduracién molecular (Ferreira et al., 2009), que ocurre en la etapa final de la
maduracion citoplasmatica e implica el proceso de transcripcion (o la detenciéon de esta),
almacenamiento y procesamiento de ARNm para preparar el ovocito para el desarrollo posterior a la
fertilizacién (Sirard, 2001).

En la reanudacion meiética, se ha establecido que la fosforilacion del factor promotor de la
maduracion (MPF, por sus siglas en inglés), es lo que desencadena el reinicio del ciclo meiético, por
lo que el MPF, el cual es una quinasa serina/treonina, es considerado el regulador universal del ciclo
meiotico (Lopez, 2017). Luego de la reanudacion meidtica, el citoplasma del ovocito se compone
esencialmente de mitocondrias y reticulo endoplasmico liso (REL) de forma homogénea, aumentando
la actividad metabdlica. Es por esto que los cambios estructurales en el citoplasma también tienen
importancia durante la maduracion (Saffie, 2009). Para que el ovocito sea viable a fertilizar debe
completar la maduracion citoplasmatica y nuclear, sin embargo, la reorganizacion de organelos y

maduracion funcional no son los Gnicos procesos que se llevan a cabo durante el crecimiento del



ovocito, ahora bien, previo a la ovulacion, es necesario que se produzcan modificaciones en la
produccién de ARN vy proteinas durante la foliculogénesis (Lépez, 2017). Es por esto que la
remodelacién citoplasmatica y procesos previos a la maduracion, son igualmente uno de los factores

importantes para completar y coordinar una correcta maduracion (Saffie, 2009)

2.2  Técnicas de reproduccion asistida en caninos domésticos

La disminucién de la biodiversidad de animales salvajes, principalmente por la actividad
humana, aumento la investigacion dirigida al desarrollo de estrategias en la conservacion de especies
en peligro de extincion, por lo que es importante que haya una comprension de la biologia
reproductiva de la especie en peligro y estudios en la medicina (Borges y Pereira, 2019).

En los caninos es sorprendentemente limitada la informacidn sobre su biologia reproductiva,
como los reguladores del desarrollo del foliculo ovarico, la maduracion de los ovocitos, la terminacion
del anestro y el desarrollo del embrion (Nagashima et al., 2019). Las técnicas de reproduccion asistida
(TRA) como la inseminacion artificial (1A), transferencia de embriones (TE), la criopreservacion de
gametos y la transferencia nuclear de células somaticas (SCNT, por sus siglas en inglés), no solo se
han convertido en herramientas importantes para el mejoramiento reproductivo en especies
domeésticas como bovinos, equinos y ovinos, sino que también han tomado un lugar importante para
preservar la biodiversidad (Luvoni, 2000; Demir et al., 2019).

El desarrollo de TRA para especies de vida silvestre se ha propuesto como una forma de
superar algunos de los desafios de manejar poblaciones pequefias y aisladas de especies con diversos
grados de éxito reproductivo (Herrick, 2019); es por eso que el perro doméstico también es el modelo
ideal para desarrollar TRA para la conservacién de caninos salvajes en peligro de extincidn.
Desafortunadamente, el TRA ha sido histéricamente un desafio para su desarrollo en perros
domésticos debido a su biologia reproductiva unica (Nagashima et al., 2019). Un conocimiento
profundo de la fisiologia reproductiva de los animales y las necesidades de una reproduccion 6ptima
es esencial antes de intentar cualquier TRA. Ademas, es indispensable el estudio de individuos en
programas de cria en cautiverio, accesibles para observacion, manejo cercano y recoleccion de
muestras, por lo que la aplicacion de biotecnologia sofisticada se vuelve indispensable en la
actualidad, cuando una especie en particular esta cerca de la extincion o se extingue en la naturaleza
(Lorders y Twink 2020).



2.2.1  Produccion de embriones in vitro

En condiciones in vivo, los blastocistos caninos se forman en los dias 10 y 12 después de la
ovulacion y eclosionan entre los dias 16 y 20 (Renton, 1991; Chastant-Maillard et al., 2010; Reynaud
et al., 2012). Los embriones de perro duran nueve dias en el oviducto, relativamente largo en
comparacion de la vaca el cual dura cuatro dias (Guimardes et al., 2015). El paso de los embriones
caninos al utero y su implantacion es un tanto tardio en comparacién a otros mamiferos (Chastant-
Maillard et al, 2010), si bien, el desarrollo embrionario hasta blastocisto no lo es, el cual ocurre
aproximadamente en tres dias después de haber llegado al Utero (Rodrigues y Rodrigues, 2006a).

En la especie canina, el primer informe sobre produccién de embriones en caninos fue
realizado por Renton et al. (1991), en el cual un ovocito de perro que se desarrollo in vitro desde un
embrién de dos células llegé hasta la etapa de morula (Fastard, 2000). Las caracteristicas particulares
de la fisiologia de los gametos caninos han complicado la adaptacion del conocimiento biotecnoldgico
adquirido en otras especies. Trabajar con lobos en peligro de extincion, como el lobo mexicano (Canis
lupus baileyi), también impone otras restricciones. Por ejemplo, el manejo de lobos mexicanos para
la investigacion requiere el uso de especies modelo, ya sea perros domésticos (Canis familiaris) o
lobos grises (Canis lupus) (Castro, 2016).

El uso de técnicas de PIV se ve obstaculizado por la dificultad de producir in vitro los cambios
de desarrollo que ocurren in vivo en los ovocitos y por ende, el posterior desarrollo embrionario
(Ramos et al., 2018), por lo que todavia no se han desarrollado sistemas confiables para la produccion
de embriones in vitro, y se necesitan nuevos enfoques para los perros (Demir et al., 2019). Es por
esto, que el progreso en la biotecnologia reproductiva ha encontrado problemas importantes,
particularmente en relacién con los modelos in vitro para gametos y embriones (Castro, 2016). En
comparacion con los gatos, la eficiencia del desarrollo embrionario es baja en los perros (Singh et al.,
2019), por lo que actualmente es dificil desarrollar técnicas para superar las tasas de PIV y mejorar

la calidad del embrion (Ramos et al., 2018).

2.2.1.1 Obtencién de ovocitos

En la especie bovina y equina, los ovarios se obtienen en los mataderos, y la recuperacion de
ovocitos se realiza por medio de puncidn folicular. Los embriones de mamiferos producidos in vitro
por lo general se generan a partir de ovocitos recolectados de ovarios obtenidos en mataderos. Por lo
tanto, generalmente toma mucho tiempo después de la recoleccion de los ovarios hasta su
manipulacion en el laboratorio, asi como las condiciones inadecuadas de transporte y conservacion

pueden provocar la falla de la maduracion y fertilizacion de los ovocitos (Barberino et al., 2018).
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En caninos, la esterilizacion quirdrgica de las mascotas hace posible la recoleccion de ovarios
caninos en las clinicas veterinarias locales (Herrick, 2019). Sin embargo, a diferencia de la especie
bovina, la recuperacion de los ovocitos no puede ser por puncidén folicular debido al tamafio de los
ovarios y perforar los foliculos individualmente es imposible, ya que se encuentran por debajo de la
superficie del ovario y estos no son evidentes sino hasta unos dias antes de la ovulacién (Fujii et al.,
2000). La maceracidn del ovario hace posible la liberacion de los ovocitos, por lo tanto, la recoleccién
de ovocitos caninos es mediante cortes en el ovario con escalpelo para liberar a los ovocitos, siendo
este el método implementado mas comunmente (Demir et al., 2019). Es asi que la obtencion de
gametos viables sigue siendo un factor limitante significativo para desarrollar e implementar
protocolos de FIV para perros domésticos, especialmente la aplicacion de estos protocolos a caninos
salvajes (Herrick, 2019).

2.2.2  Maduracion in vitro
En perros domeésticos, las tasas de MIV de los ovocitos son bajas 10 a 40% (Pereira et al.,
2019); esto implica que los procedimientos de cultivo para el desarrollo meiético de los ovocitos
siguen siendo inadecuados. Por lo tanto, se debe mejorar el conocimiento sobre el papel de las
moléculas que regulan el potencial de desarrollo del ovocito canino, asi como mejorar la eficiencia

de la MIV (Garcia et al., 2019).
Se han empleado distintos tipos de medios base en la M1V, tal como: TCM-199, medio SOF
(fluido del oviducto sintético), KSOM (medio optimizado simple de potasio) 0 DMEM (medio de
Eagle modificado por Dulbecco), con el fin de establecer un medio viable para la supervivencia de
los ovocitos caninos (Lopez, 2017). La mayoria de los protocolos de laboratorio de reproduccion se
basan en medios de cultivo utilizados en otras especies domésticas (como en bovinos). EI medio de
cultivo utilizado habitualmente en la maduracion de ovocitos caninos es el medio de cultivo de tejidos
199 (TCM-199) (Pereira et al., 2018). Generalmente los medios son suplementados con las sustancias
que se encuentran en el liquido folicular, como proteinas, hormonas, antioxidantes y factores de
crecimiento, con el fin de aumentar las tasas de maduracion y desarrollar un entorno similar al
observado en experimentos in vivo (Pereira et al., 2018). Es por esto que, con el fin de mejorar la
eficiencia de IVM canina, se han realizado varios experimentos, como la adicién de células
oviductales (Lee et al., 2017), para producir in vitro las condiciones intratubaricas. Hewitt y England
(1999) fueron los primeros investigadores que estudiaron el efecto de las células oviductales y SOF
en el ambiente de cultivo o el cocultivo con epitelio oviductal canino aislado, en este estudio se
observaron mejores resultados en la maduracion con células oviductales durante 96 h (MI1 9.0%) que

48 h (MI1 6.0%) de maduracidn.
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Debido a los bajos porcentajes de la MIV, se han realizado varios estudios para incrementar
la tasa de MIV en los ovocitos caninos a través de la suplementacion del medio compuesto con
hormonas (P4, E2, FSH y LH) (De los Reyes et al., 2005), liquido folicular o células oviductales
(Bogliolo et al., 2002), factor de crecimiento epidérmico (EGF, por sus siglas en inglés), sueros (BSA
y FBS) (Bolamba et al., 2002) y antioxidantes (vitamina E y L- carnitina) (Moawad et al., 2021). Sin
embargo, a pesar de las mejoras parciales, el porcentaje de ovocitos que alcanzan la segunda metafase
sigue siendo bajo (10 a 40%) (Garcia et al., 2019), en comparacién a la especie bovina (90%) (Farstad,
2000; Ferreira et al., 2009).

Los intentos para mejorar este proceso de MIV en caninos han arrojado bajas tasas de
desarrollo de MII a pesar de varias investigaciones sobre esta (Nagashima et al., 2019). Se sabe que
la calidad de los ovocitos, en todas las especies, es un factor importante para la fertilidad y uno de los
principales desafios para el desarrollo de biotecnologias reproductivas es comprender la naturaleza
de los procesos moleculares que regulan la competencia meidtica en los ovocitos en VG (Pereira et
al., 2018). Los ovocitos degenerados no son aptos para la MIV, estos se muestran con una masa de
ctmulus incompleta (<2 capas de células del cimulus), vacuolas intracitoplasmaticas o una zona
pellcida dafada (Fastard, 2000).

En los caninos, los ovocitos de la etapa de anestro tienen un bajo potencial para alcanzar la
etapa M|, debido a la falta de comunicacion entre las células del camulus (CC) y el ovocito (Pereira
et al., 2015). La comunicacion intercelular entre las CC y el ovocito es esencial para el crecimiento
de los ovocitos porque permite la transferencia de nutrientes y otras moléculas pequefias, asegurando
gue las estructuras moleculares y las vias bioguimicas se desarrollen en los ovocitos para apoyar el
desarrollo embrionario temprano posterior a la fertilizaciéon (Ramos et al., 2018). Las sefiales
inhibitorias transmitidas a través de las uniones entre los ovocitos de mamiferos y las CC detienen
los nucleos de los ovocitos en la profase | (Kim et al., 2015).

La expansion de las células del cumulus es indicador de maduracién citoplasmatica en
mamiferos y se utiliza para determinar las tasas de maduracion de ovocitos. Sin embargo, la expansion
de las células del cimulus es rara y parece ser insignificante para la MIV de los ovocitos de perro
(Demir et al., 2019). En los caninos, existe una dependencia metabdlica de las células del cumulus
para el desarrollo de los ovocitos, lo que se puede verificar mediante la fuerte adhesion de estas células
a los ovocitos en la etapa inmadura ya sea in vivo o in vitro (Pereira et al., 2018). Las células del
cumulus penetran en la zona pellcida y son responsables del transporte de moléculas, iones y otros
factores reguladores importantes al ovocito como el adenosin monofosfato ciclico (AMPCc), calcio,

entre otros (Luvoni, 2000). Debido a esto se han logrado varias mejoras en la competencia de los
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ovocitos en estudios centrados en la modulacién de las concentraciones de AMPc durante el proceso
de IVM (Ramos et al., 2018).

En animales domeésticos, las disminuciones en la concentracion de AMPc intracelular
permiten la reanudacion de la meiosis, esto se debe a la liberacion de ovulacion preovulatoria de LH,
gue induce una disminucion en el AMPc dentro de los ovocitos (Ramos et al., 2018). La reanudacién
de la meiosis esta influenciada por el MPF y la MAPK, MPF es uno de los principales reguladores de
los cambios morfol6gicos que ocurren durante la maduracién de los ovocitos, regulando la
condensacion cromosémica, la ruptura de la envoltura nuclear y la reorganizacion de los microtubulos
(Pereira et al., 2012). La MAPK de AMPc regula la actividad de MPF (Pereira et al., 2018), entonces
cuando el ovocito se elimina mecanicamente del foliculo antral, las concentraciones de AMPc
disminuyen dentro del ovocito, y es entonces cuando comienza la reanudacion meidtica (Ramos et
al., 2018). Las concentraciones de AMPc se controlan mediante la modulacién de su sintesis por la
adenililciclasa (AC), la enzima ATP pirofosfatasa liasa, que convierte el trifosfato de adenosina
(ATP) a AMPc y pirofosfato en el ovocito (Mayes y Sirard, 2002; Ramos et al., 2018).

Se cree que diferentes vias acttan sobre los cambios en la concentracion de AMPc dentro de
los ovocitos a través de receptores de LH, vias intracelulares de calcio y fosfodiesterasas (PDE)
(Salavati et al., 2013). Las altas concentraciones del AMPc mantienen la detencion de la meiosis en
etapa de VG por la activacion de la proteina quinasa dependiente del AMPc (PKA) (Ramos et al.,
2018) y la fosforilacion de la quinasa dependiente de ciclina 1 (Cdk1) y, por lo tanto, la supresion del
MPF (Minelli y Bellezza, 2011). La disminucién en las concentraciones del AMPc induce la
activacién MPF y se reanuda la meiosis (Bilodeau-Goeseels, 2011). De igual manera las variaciones
en las concentraciones de AMPc impulsan a la transicion de la cromatina, asi como el silenciamiento
de la transcripcion (Ramos et al., 2018) e interviniendo en la progresion del ciclo celular en la fase
G2 alaM (Albuz et al., 2010).

La PDEs estan compuestas por un dominio catalitico el cual se conecta con otros dominios,
amino y carboxilo (Mayes y Sirard, 2002). Se han identificado alrededor de 11 familias de PDEs con
una estructura relacionada y la mayoria con funciones distintas (Ramos et al., 2018). Y su funcion
principal sintetizar al segundo mensajero, AMPc (Park et al., 2016). Las distintas PDEs se encuentran
diferencialmente ubicadas ya sea en el ovocito (PDE3) o en las células de la granulosa (PDE4)
(Ramos et al., 2018). Las PDEs mas comunes son la PDE3 y PDE4, estas PDEs hidrolizan al AMPc
y solo la PDE3 es inhibida por la GMPc (Mayes y Sirard, 2002). Por lo anterior, se ha empleado el
uso de inhibidores especificos e inespecificos de la PDE para la modulacion de AMPc (Minelli y
Belleza, 2011; Ramos et al., 2018).
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Los inhibidores especificos mas comunes son; milrinona, cilostamida (Minelli y Belleza,
2011) y cilostazol (Ramos et al., 2018) inhibidores de PDE3, rolipram como inhibidor de PDE4 en
las células de la granulosa (CG) y no en el ovocito (Minelli y Belleza, 2011; Ramos et al., 2018). En
los inhibidores inespecificos que son empleadas con mayor frecuencia son las metilxantinas, tal como
la 1,3,7-trimetilxantina (cafeina, alcaloide de origen vegetal) (Ramos et al., 2018), 1,3-dimetilxantina
(teofilina), 3,7-dimetilxantina (teobromina) (Albuz et al., 2010) y 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX,
no actla sobre la PDE8) (Mayes y Sirard, 2002). Otro inhibidor especifico es la forskolina, la cual es
una molécula diterpeno aislada de una planta india (Coleus forskohlii) que activa la AC para el
aumento en la produccion de AMPc (Ramos et al., 2018). La localizacion de los distintos tipos de
PDEs, ya sea en las células somaticas (células de la granulosa) o células germinales (ovocito) es de
gran importancia para la suplementacion de inhibidores de la PDE y la regulacion de la meiosis
(Mayes y Sirard, 2002).

En el estudio de Lange-Consiglio et al. (2017) se utilizaron las células epiteliales oviductales
caninas (COECs) del istmo y &mpula debido a que, in vivo este entorno oviductal en el perro tiene
algunas cualidades unicas que son beneficiosas para extender la viabilidad de los ovocitos y apoyar
su maduracién, pero por el momento no se da a conocer qué factores son tan importantes y donde se
producen (Lange-Consiglio et al., 2017).

Se ha mencionado que las cOECs secretan aminoacidos y algunos factores diversos que
proporcionan un microambiente 6ptimo hacia el ovocito y el espermatozoide en el oviducto (No et
al., 2018). Los resultados de ese estudio mostraron que el cocultivo con células epiteliales en
monocapa proporciond una tasa de maduracion (metafase I, MII) baja en comparacién con el
cocultivo en presencia de esferoides multicelulares (10.7% vs 20.0%), por lo que ambas condiciones
de IVM fueron estadisticamente mayores que el control en medio SOF solo, sin células auxiliares
(MII1 8.6%) (Lange-Consiglio et al., 2017). En otro estudio realizado con cocultivo de cOECs de
hembras en etapa de anestro no se observo ningln efecto sobre la maduracion de los ovocitos (No et
al., 2018). En dicho experimento la maduracion in vitro de los ovocitos se examind en cocultivos con
fragmentos frescos de tejido oviductal (Fr), cOECs monocapa (Mo) y cOECs monocapa
criopreservadas (Cr). Los resultados mostraron que el cocultivo redujo significativamente los
ovocitos de perras en diestro, con mayores tasas de Ml (Fr, 13.23 £ 11.1%; Mo, 10.38 + 4.8%; Cr,
10.54 + 2.96%) en comparacion con los controles los cuales no contenian cOECs (2.48 + 2.1%; p
<0.05) (No et al., 2018).
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2.2.2.1 Suplementacion hormonal

Los medios de maduracion generalmente estan compuestos por una solucién equilibrada de
sales para regular la osmolaridad, un tampon de bicarbonato y un compuesto como fuente de energia
(aminoacidos) (L6pez, 2017). Sin embargo, estos compuestos solo dan mantenimiento a la
supervivencia del ovocito en el medio, para que estos logren la maduracién es necesario la
suplementacion de otras sustancias, tal como las hormonas, las cuales se ha documentado que la
suplementacion de hormonas a los medios de cultivo aumentan la proporcion de ovocitos que
reanudan la meiosis (Bolamba et al., 2006), esto a que en el foliculo preovulatorio, los ovocitos
caninos estan expuestos a altas concentraciones de E2, FSH y LH: en el oviducto durante el periodo
post-ovulatorio es donde ocurre la maduracion completa, es decir, los ovocitos alcanzan la Ml
(Willingham-Rocky et al., 2003), esto en un ambiente dominado por la progesterona (P4) y en
presencia del estradiol (E2) (Palomino et al., 2021). Béasicamente, la suplementacién hormonal es con
principalmente utilizado para simular la sefializacion in vivo durante el ciclo estral y poder obtener

una reanudacion de la meiosis (Lopez, 2017) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Principales hormonas reproductivas y su actividad en la maduracion in vitro de ovocitos caninos

Hormona Abreviatura Origen Funcion Receptor
Hormona Detencion meidtica: Expansion células del camulus, induccién
foliculo FSH Adenohipdfisis del AH. Activa los receptores de las proteinas G, activan la ACy FSHR
estimulante la sintesis de AMPc (Sirard et al., 2012).
Hormona Reanudacion meidtica: Rompe de las UG entre el ovocito y las
luteini LH Adenohipdfisis CG, disminuye GMPc activando a la PDE y degradando al AMPc LHR
uteinizante
(Ramos et al., 2018).
. . Detencion meiética: Movilizacién de Ca, estimulando la actividad
Estradiol E2 Ovario de AC y la produccion de AMPc (Zhang et al., 2020). ER
Reanudacion meidtica: Inactiva de la PKA (Kempisty et al.,
Progesterona P4 Ovario 2012). Inhibe la actividad de la PDE y modula los niveles de PR
g AMPC mediante la union al sitio de union de purina de PDE
(Salehnia y Savareh, 2013).
Gonadotropina Placenta Reanudacion mei6tica: Agonista de LH, reduce la respuesta de
corionica hCG h AMPc (Dunkel et al., 1993) y mejora la glucélisis (De los Reyes  LH receptor
umana
humana et al., 2005).
Gonadotropina Placenta Detencion meidtica: Agonista de FSH (Murphy y Martinuik,
L pIr eCG : 1991; Hoppen, 1994), provoca un aumento transitorio de AMPc  FSH receptor
coriodnica equina equina

(Songsasen et al., 2003).

AH: acido hialurénico; AC: adenilato ciclasa; AMPc; adenosin monofosfato ciclico; UG: uniones gap; CG: células de la granulosa;
GMPc: guanosin monofosfato ciclico; PDE: fosfodiesterasa; Ca: calcio; PKA: proteina quinasa dependiente de AMPCc.

La FSH se ha asociado con la expansion de las células del cimulus en la suplementacién in

vitro debido que induce la actividad del acido hialurénico (AH), el cual capacidad hidréfila para
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retener agua y promover la expansion de las células de los cimulus (Sirard et al., 2012), y también a
la sinergia que tiene con el factor de diferenciacion de crecimiento 9 (GDF9) y BMP15 para la
estimulacién de la proliferacion de las células (Lépez, 2017). Estudios han demostrados que la
suplementacion con FSH participa en la detencidén meidtica ya que, esta hormona activa los receptores
de membranay las proteinas G, los cuales activan la adenilato ciclasa (AC) que conduce a la sintesis
de AMPc (Sirard et al., 2012). Asi mismo, se ha mencionado que el E2 induce a la movilizacién de
calcio, estimulando la actividad de AC y por ende, la produccion de AMPc, asi como la
transactivacion del receptor del EGF (EGFr) (Zhang et al., 2020).

El ovocito y las células del cimulus estan interconectados por numerosos canales de UG por
donde pasan aminodacidos, nucledtidos y azlcares para el crecimiento y desarrollo del ovocito (Otoi
et al., 2002). Las gonadotropinas secretadas por las células gonadotrépicas de la glandula pituitaria
son la FSH y LH, de igual manera las gonadotropinas secretadas por el sincitiotrofoblasto del
embrién, hCG y eCG (Kim et al., 2010), estas tienen accion en la detencion (Hanna et al., 2008) y
reanudacioén meiética para la maduracion de los ovocitos, principalmente causan una baja en los
niveles guanosin monofosfato ciclico (GMPc) y AMPc, de tal modo lo que induce a una cascada de
la EGF y anulando los efectos de inhibidores meidticos (Albuz et al., 2010). La meiosis se reanuda
con en respuesta de la LH esto por la presencia de receptores de esta hormona (Minelli y Belleza,
2011), la suplementacion en dosis altas provoca la caida en las comunicaciones extra e intraovocito,
reanudando la meiosis (Luciano et al., 2011), esto por la ruptura de las UG entre el ovocito y las CG,
disminuyendo GMPc activando a la PDE, degradando asi al AMPc disminuyendo las concentraciones
intraovocito de este (Ramos et al., 2018; Guimaraes et al., 2015).

Las UG se encuentran como una extensa red (Mayes y Sirard, 2002), la integridad de las UG
puede afectar no solo la cantidad de AMPc intraovocito sino la actividad transcripcional y la
remodelacién de la cromatina (Luciano et al., 2011). EI AMPc apoya en la transduccién de sefiales
dentro de la célula, desempefiando su funcion como segundo mensajero por estimulo de las
gonadotropinas (Ramos et al., 2018), el cual se sintetiza por receptores acoplados a proteina G (Albuz
etal., 2010). Las hormonas al reducir las concentraciones de AMPc activan el MPF para la promocion
de la reanudacién meidtica (Guimaraes et al., 2015), se desfosforila el CDK1 para que se le pueda
unir la ciclina B y formar el MPF (L6pez, 2017). La P4 esta involucrada en la inactivacion de la
proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA) (Kempisty et al., 2012), esto inhibiendo la actividad
de la PDE mediante el sitio de union purina de esta enzima modulando los niveles de AMPc (Salehnia
y Zavareh, 2013). También se ha mencionado que el pico de LH durante procesos in vivo, también
activa la sefializacion por parte de EGF y su receptor (EGFr) (L6pez, 2017), debido a esto se han

hecho estudios varios afios atras, suplementando con LH (Hewitt y England, 1999). La interaccion
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entre el cambio en el nivel de AMPc y la activacién de las quinasas reguladas por sefales
extracelulares (ERK1/2) en la maduracion de ovocitos inducida por las gonadotropinas se ha descrito
previamente. Sin embargo, sobre la via de transduccion de sefiales entre AMPc y MAPK aln no se
ha publicado informacion al respecto (Zhang et al., 2020). Se ha mencionado que la P4 esta
involucrada en la inactivacion de PKA vy la disminucidn de la expresion del gen de cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT) (Kempisty et al., 2012). Al igual la FSH no solo es actlia sobre la expansién
de las células del camulus, las cuales son responsables de las comunicaciones interna del ovocito y
las células, sino también participa en la meiosis de los ovocitos, esta promueve la maduracion al
regular las concentraciones de AMPc (Rodrigues y Rodrigues, 2003).

En estudios anteriores, se ha suplementado no solo con gonadotropinas sino gonadotropinas
coridnicas (hCG y eCG), demostrando que estas también participan en la MIV de ovocitos caninos
(Yamada et al., 1992; Songsasen y Wildt, 2007). Al momento de realizar una exposicion breve de los
ovocitos caninos a la eCG, aumenta el porcentaje de ovocitos que se desarrollan hasta 0 mas alla de
la etapa de MI. El efecto positivo de eCG sobre la maduracion nuclear de los ovocitos caninos se debe
a la actividad de la FSH, ya que se ha demostrado que la FSH induce la reanudacion de la meiosis
(Songsasen et al., 2003).

2.2.3  Fertilizacion in vitro
La aplicacion de un protocolo exitoso para MIV vy la fertilizacion in vitro (FIV) no se ha
establecido bien en caninos domeésticos, por lo que la PIV no ha avanzado en los perros (Fathi et al.,
2018).

La FIV consiste en la introduccion de espermatozoides a un medio con ovocitos; pero los
espermatozoides solo penetran del 10 al 50% de los ovocitos de caninos, mientras que en los bovinos
esta tasa es de 80 a 90% (Chastant et al., 2010).

Es por eso que para la FIV, se requiere estimular el crecimiento de multiples foliculos para
aumentar el nimero de ovocitos disponibles, luego los ovocitos y los espermatozoides se deben
cultivar en condiciones capaces de soportar la capacitacion de los espermatozoides, la fertilizacion,
la activacion de los ovocitos, la division celular y el desarrollo embrionario, incluida la activacion
apropiada del genoma embrionario, el metabolismo y los eventos epigenéticos, hasta el momento de
la transferencia del embrion (Herrick, 2019). Solo unos pocos informes estan disponibles sobre
embriones derivados de FIV, su criopreservacion y nacimientos vivos por transferencia de embriones
en caninos domeésticos (Singh et al., 2019).

Los primeros estudios en 1992 por Yamada y colaboradores informaron que solo el 2% de los

ovocitos fertilizados alcanzaron la etapa de 8 células (Yamada et al., 1992). Se han realizado otras
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técnicas, tal como la microinyeccion como la inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides
(I1CSI) en el perro y se observd formacion de prondcleo masculino en el 7.8% de los ovocitos, pero

no se produjo una nueva segmentacién (Luvoni, 2000).

2.2.4  Cultivo in vitro

Las técnicas de MIV, FIV y CIV de ovocitos caninos pueden proporcionar informacion util
para los programas de rescate de gametos y la conservacion de los caninos en peligro de extincion
(Kim et al., 2010). Sin embargo, debido a los eventos Unicos de maduracion y fertilizacion de los
ovocitos en los perros, los experimentos con blastocitos no han tenido resultados favorables (Li et al.,
2019).

Generalmente, los medios tradicionales in vitro no se asemejan del todo a los entornos
fisiologicos donde se desarrollan las células y pueden provocar alteraciones morfolégicas y
funcionales en los ovocitos y embriones (Colombo et al., 2021). Los embriones caninos son sensibles
a la acumulacion de productos resultantes del metabolismo de descomposicion y requieren un
ambiente con poco oxigeno para reducir la toxicidad por las especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés), afectando el desarrollo embrionario (Li et al., 2019). In vivo, los ovocitos y los
embriones estan rodeados por un medio complejo compuesto por proteinas estructurales,
proteoglicanos, glicoproteinas y otras moléculas (Colombo et al., 2021).

Se han investigado numerosas variaciones en las condiciones de un sistema de CIV y se ha
intentado adaptar el modelo bovino para el CIV, como el tipo y concentracién de suero, temperatura,
composicién de gases en la incubadora y factores de crecimiento (Willingham-Rocky et al., 2003),
tal como mantener el pH entre 7.2 y 7.4, que es el pH fisiol6gico en unas condiciones controladas de
cultivo, y generalmente en una atmosfera con un 5% de CO2 (Lopez, 2017). De tal forma, en
condiciones in vitro, las células pueden percibir las diferencias en la geometria del medio, la
rugosidad y la rigidez que proporcionan las placas de cultivo convencional (Colombo et al., 2021).
Esto convierte el crear un medio 6ptimo en el principal obstaculo en el establecimiento de un sistema
de CIV canino eficaz (Li et al., 2019).

2.2.5 Transferencia nuclear de células somaticas
Un caso muy significativo sobre la transferencia nuclear de células somaticas (SCNT, por sus
siglas en inglés) fue el caso de la oveja Dolly, el primer mamifero clonado (Ock et al., 2019). La
SCNT sigue siendo una técnica Unica, ya sea para la preservacion de especies o la produccion de
animales de élite (Ock et al., 2019). En varias especies de mamiferos la técnica de SCNT ha producido

embriones que se desarrollan hasta la etapa de blastocito mediante CIV optimizado (Kim et al., 2010).
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Los perros domeésticos juegan un papel importante en la clonacién por transferencia nuclear de
caninos en peligro de extincion (Oh et al., 2016; Singh et al., 2019). Lo que permite la produccion de
descendientes de células somaéticas de individuos genéticamente valiosos, incluidos los individuos
donde los gametos viables ya no estan disponibles (Herrick et al., 2019). La FIV y las técnicas de
SCNT en caninos se han establecido recientemente, pero los investigadores no han podido evaluar la
calidad de los embriones producidos mediante FIV y SCNT como sistemas efectivos de cultivo de
embriones para caninos (Li et al., 2020).

Hay varios medios de cultivo para SCNT. Sin embargo, solo dos medios han sido 6ptimos,
tal como el medio de fluido oviductal sintético modificado (MSOF), usado cominmente en bovinos
y ovinos (Kim et al., 2015); este contiene suero alblmina bovina (BSA), también usado en la
clonacion de perros (Oh et al., 2016). Los embriones caninos clonados desarrollados con este medio
han Ilegado hasta la etapa de seis células y morula, esto quiere decir que sigue siendo deficiente (Kim
et al., 2010). El segundo es el medio de cigoto porcino (PZM-5), este es definido con un polimero
sintético, es decir, alcohol polivinilico (PVA) (Oh et al., 2016); este medio se ha utilizado para
cultivar embriones porcinos, desde cigoto hasta etapa de blastocisto (Kim et al., 2015).

Se sabe que la ionomicina se emplea para aumentar los niveles de Ca?* dentro de la célula de
ovocitos activados partenogenéticamente, asi como el 6-dimetilaminopurina (6-DMAP), que es un
inhibidor de la proteina serina/treonina quinasa que contribuye a la sintesis de AND. Es por esto que
la combinacién de la ionomicina y 6-DMAP son usados para la produccion de embriones clonados
(Oh et al., 2005). La clonacidn por transferencia nuclear se usa para clonar fenotipos deseables (Singh
et al., 2019). Sin embargo, hay factores importantes que deben tomarse en cuenta antes de que la
SCNT pueda implementarse en programas de manejo de poblacién para especies en peligro de
extincidn, esto se refiere a que la produccién de embriones por SCNT requiere un gran nimero de

ovocitos gue no estan disponibles en especies en peligro (Herrick et al., 2019).
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3. HIPOTESIS

Existe evidencia cientifica suficiente que demuestra que la suplementacién individual y
combinada de hormonas tiene un efecto positivo incrementando la tasa de maduracién in vitro de

ovocitos de caninos.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:

Realizar un metaanalisis de los resultados reportados de estudios seleccionados mediante una

revision sistematica sobre la suplementacion hormonal en la maduracion in vitro de ovocitos caninos.

4.1.1 Objetivos especificos:

Evaluar los resultados del tratamiento y control reportados en los estudios sobre la
maduracion in vitro de ovocitos caninos con suplementacion individual de hormonas mediante un
analisis de razén de momios sobre los resultados.

Evaluar los resultados del tratamiento y control reportados en los estudios sobre la
maduracion in vitro de ovocitos caninos suplementacién combinada de hormonas mediante un

andlisis de razén de momios.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Bases de datos y estrategia de busqueda

El metaanalisis, incluido una revisién sistematica sobre la suplementacion hormonal de
manera individual y combinada, se realiz6 con las bases de datos PubMed, ResearchGate, Science
Direct y Google Académico.

En la basqueda, las palabras clave incluidas en las bases de datos fueron: “‘canine’’, <‘dog’,
‘‘oocyte”’, ““in vitro maturation’’, ‘‘hormone’’ y “‘supplementation’’. En el caso de la base de datos
alterna se usaron las palabras claves en inglés y espafiol latino: ‘“perro’’, ‘canino’’, ‘‘ovocito’’,
““suplementacién’’ y ‘‘hormona’’. Estas palabras se introdujeron en distintas combinaciones para la

busqueda.

5.2  Criterios de inclusion
Esta investigacion se realizé tomando en cuenta los pardmetros (o items) y diagrama de flujo
que establece la guia PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analysis) (Urratia y Bonfill, 2010) para la seleccion de los estudios para el analisis del metaanalisis.
Los estudios se seleccionaron conforme a los siguientes criterios de inclusion: (1) perras, (2)
maduracion in vitro (3) suplementacién hormonal, ya sea individualmente o en conjunto y (4)
evaluacion de la maduracién nuclear (metafase 11 o MII). Esto sin restriccién por ciclo estral, raza y

edad de las perras, asi como del idioma, afio y pais del estudio.

5.3  Criterios de exclusion
Se excluyeron del estudio los estudios duplicados, estudios incompletos o que no se pudo
obtener el texto completo (ya sea por restriccion del estudio o falta de respuesta del autor), como
estudios resumidos y de casos. De igual manera estudios en los que se utilizé suplemento hormonal

en combinacion a otro tratamiento no hormonal, experimentos en otras especies.

5.4  Seleccion de estudios
La seleccidn se realizé conforme a las tres fases del diagrama de flujo de PRISMA (Figura
2). La primera fase de identificacion fue tomando en cuenta todos los estudios encontrados en las
bases de datos, se eliminaron los estudios duplicados encontrados durante la blusqueda asi como los

estudios eliminados no correspondiente a la especie (caninos domésticos).
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En la fase de examinados, los estudios se examinaron desde el resumen detectando criterios
de seleccion no indicados en el titulo, de forma que se descartaron los estudios ajenos a la
suplementacion hormonal. Finalmente, en la fase tres de los incluidos, los estudios fueron
seleccionados de forma mas especifica a los criterios de inclusion, en el cual se tomd en cuenta la
suplementacion unicamente de hormonas, que se realizara la maduracion de los ovocitos, asi como la
evaluacion de la maduracion nuclear (MII); seleccionando los estudios incluidos a la revisién de

literatura y los estudios para el analisis de los datos.

Registros identificados mediante blsqueda en
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Figura 2. Diagrama de flujo de la informacion a través de las diferentes fases de una revisién sistematica,
traducido y modificado de PRISMA 2009.

5.5 Analisis estadistico
Para el analisis estadistico se utilizé el software MedCalc (MedCalc Software Ltd., Bélgica),
las variables dicotomicas fueron el nimero de ovocitos positivos, es decir, que completaron la
maduracion nuclear (metafase 1) con el tratamiento hormonal de manera individual o en
combinacion. Se realizé un analisis previo de heterogeneidad con la prueba de Q (Cochran), vy el

estadistico 12 (inconsistencia) la cual se estimé con las variaciones en puntos: <40% bajo, <60%
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moderado y >60% alta heterogeneidad, comparando tratamientos y evaluando la igualdad de
proporciones (Shelby y Vaske, 2008).

Estos datos fueron evaluados por el estadistico de razén de momios (RM), las estimaciones
de intervalo por intervalo de confianza (IC) fueron del 95% vy se realiz6 un grafico de bosque (Forest
plot).

Se analizaron un total 43 estudios (25 referencias), tomando los datos del nimero total de
ovocitos expuestos al tratamiento hormonal, asi como el control, y el nimero de positivos al
tratamiento hormonal y control para el analisis estadistico y se realizaron dos analisis:

(1) Suplementacion hormonal de manera individual: 27 estudios, y las hormonas
suplementadas fueron FSH, LH, P4, E2, eCG, (hCG), hormona del crecimiento (HC) y somatotropina
humana (hST).

(2) Suplementacion combinada de hormonas: 16 estudios, y las hormonas que se
suplementaron fueron FSH, LH, P4, E2, eCG y hCG, en distintas combinaciones.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1  Suplementacién hormonal

Se sabe que, en la suplementacion del medio de maduracion, varios agentes como las
hormonas gonadotrépicas, prostaglandinas, las ovaricas y los factores de crecimiento, influyen en la
maduracion de los ovocitos caninos (Palomino et al., 2021), sin embargo, debido a las condiciones
deficientes del medio de cultivo en la maduracion MIV de ovocitos caninos dificultan la capacidad
de los ovocitos para reanudar la meiosis (Moawad et al., 2021).

En este trabajo se obtuvo una heterogeneidad en el analisis de hormonas en suplementacion
individual con la prueba de Q = 49.0y 12 = 53.1%, en la suplementacién combinada de hormonas fue
de Q=34.4y 12 =56.4%. Debido a que los resultados mostraron heterogeneidad estadistica moderada
se utiliz6 un modelo de efectos fijos para el metaanalisis. El sesgo de publicacion se evalué mediante
la prueba de regresion lineal de Egger (Egger et al., 1997) y la prueba de correlacion de rangos de
Begg, lo que arrojo un intercepto de 0.88 y un Tau de Kendall de 0.26 en el andlisis de la
suplementacion individual de hormonas y en analisis de la combinacién hormonal fue un intercepto
de 0.30 y un Tau de Kendall de 0.08.

6.1.1 Efectos de la suplementacion individual de hormonas

En el resultado general de la suplementacion hormonal individual (FSH, LH, P4, E2, hST,
eCG, hCG y GH) se obtuvo un efecto nulo de que los ovocitos maduren con un tratamiento individual
de hormonas (IC=1.5a 2.3, P <0.001) en comparacion al control, sugiriendo una independencia entre
las variables (Cuadro 2). Es decir, la maduracién nuclear de los ovocitos caninos no se asocia a la
suplementacion individual de hormonas. En el gréafico de bosque se pudo observar la mayoria de los
estudios en el plano de riesgo, es decir, efecto del tratamiento (>1) en comparacion al control (Figura
3).

Cuadro 2. Suplementacion individual de hormonas en la maduracion in vitro de ovocitos caninos: Analisis de razén de

momios (RM)
IC Heterogeneidad
Hormonas RMtotal —— P
95% (%)
FSH, LH, E2, P4, eCG, hCG, GH, hST 1.8 15a23 <0.001 53.1%

FSH: hormona foliculo estimulante; LH: hormona luteinizante; E2: estradiol; P4: progesterona; hCG: gonadotropina coridnica
humana; eCG: gonadotropina coridnica equina; GH: hormona del crecimiento, por sus siglas en inglés; hST: somatotropina
humana; RM: raz6n de momios; IC: intervalo de confianza.
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Figura 3. Suplementacién hormonal individual en la maduracidn in vitro de ovocitos caninos:

Gréfico de bosque.

6.1.1.1 Suplementacion con FSH

El ovocito se encuentra expuesto a distintas concentraciones de FSH y LH en el foliculo

(Hewitt y England, 1999); la secrecion de FSH estimula expansion de las células del cumulus

(Hasegan et al., 2010) y la maduracion nuclear de los ovocitos caninos in vivo (Bukowska et al.,

2012). Por lo tanto,

se realizd un analisis con los resultados de los estudios en los cuales se

suplementaron tunicamente con FSH, resultando un efecto positivo en la maduracién de los ovocitos
caninos (RM= 5.6, IC= 1.3 a 24.0, P=0.02) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Suplementacion de FSH en la maduracion in vitro de ovocitos caninos: Andlisis de razén de momios

(RM)
Concentracion Periodo Tratamiento Control IC
Estudio P RM P
pg/mL hr (%) (%) 95%
Hewitt y England,
(1999) 1.0 96 14/47(29.7)  12/43 (28.0) 10 04a27
Lee et al. (2007) 05 72 14/94 (14.8) 1/116 (0.9) <0.05 20.1 2.5a156.1
Kim et al. (2007) 1.0 72 6/94 (6.2) 2/106 (1.8) <0.05 35 0.6a18.0
Fibrianto et al. (2010) 05 72 4/119 (3.3) 0/166 (0.0) <0.05 12.9 0.6 a243.3
Total (efectos aleatorios) 48/426 15/503 5.6 1.3a24.0 0.02

hr: hora; RM: razén de momios; IC: intervalo de confianza.

De los primeros estudios con gonadotropinas fueron de Hewitt y England, (1999) que
suplementaron de manera individual FSH con una concentracion de 1 pg/mL durante 96 h, en el cual
no hubo diferencias significativas en el porcentaje de maduracién del tratamiento (MIl 29.7%) al
control (MI1 28.0%) segun el estadistico de X?y la prueba exacta de Fisher que realizaron, resultados
similares a este andlisis (RM= 1.0, IC = 0.4 a 2.7, 95%), lo que indicdé un efecto nulo de la
suplementacion de FSH a 1 pug/mL. En el estudio de Bolamba et al. (2006) la suplementacién con 0.5
pg/mL de FSH durante 66 h aument6 la tasa de ovocitos que reanudaron la meiosis y completaron la
maduracion (tratamiento MII 13.8% y control MI1 0.0%, P=0.071), siendo un tratamiento con mayor
efectividad que el control (RM= 24.3, IC= 1.3 a 424.1, 95%). Sin embargo, al no haber un efecto del
control en la maduracion, el rango del IC es muy grande. Datos similares a Lee et al. (2007) que
suplementaron de igual manera con 0.5 ug/mL de FSH durante 72 h, y pudieron observar un efecto
sobre la expansion de los cimulus, pero la tasa de maduracién nuclear todavia era baja (M1l 14.8%,
P <0.05) en comparacién a otras especies domésticas (ejemplo, bovinos 89.3%, Cajas et al., 2020),
no obstante, en este estudio la suplementacion de FSH tiene més veces de posibilidades de madurar
los ovocitos en comparacion al control (RM= 20.1, IC= 2.5 a 156.1, 95%). Ese mismo afio, Kim et
al. (2007) suplementaron con 1.0 pg/mL de FSH, con un incremento numérico en la tasa de
maduracion en este analisis (RM = 3.5, IC= 0.6 a 18.0, 95%), sin embargo, a pesar de ser ovocitos
colectados en etapa de estro, lo cual ya se ha demostrado el efecto de la etapa estral en la M1V, los
porcentajes de maduracion son bajos (tratamiento MIl 6.2% y el control 1.8%, P <0.05). Las
diferencias y similitudes no abarcaron solo a la concentracion de FSH que emplearon estos estudios,
sino otros componentes que adicionaron en el medio de maduracion que pudieron influir en los
resultados, como en este caso, la adicion de suero. Hewitt y England (1999) agregaron 0.3% de suero

albimina bovina (BSA, por sus siglas en inglés), la cual actda incrementando la cantidad de factor de

26



crecimiento epidérmico (EGF) unido a la proteina y la disminucion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en el medio (Rodrigues y Rodrigues, 2003; Cui et al., 2006). El estudio mas reciente que
suplementé FSH fue Fribrianto et al., (2010) a una concentracion de 0.5 pg/mL durante 72h; los
resultados mostraron un porcentaje superior en la maduracién (MIl 3.3%, P <0.05) en comparacion
al control (MI10.0%), de igual manera en este analisis (RM =9.0, IC=0.4a170.5, 95%), no obstante,
el rango del IC en los resultados es muy grande. Se ha mencionado que la FSH aparentemente
promueve la maduraciéon de los ovocitos al regular las concentraciones del AMPc (Rodrigues y
Rodrigues, 2003), posiblemente al inducir la expansion de las células del cdmulus, disminuyendo los
niveles de AMPc (Lee et al., 2007).

Se mostré que la concentracion 0.5 pg/mL fue mejor que 1.0 pg/mL de FSH sobre la
maduracion de los ovocitos de estos estudios en independencia del tiempo, tal como se ha
mencionado, la maduracion nuclear es estimulada por la FSH de una manera dependiente de la dosis
(Sha et al., 2010). Por lo que, al realizar un analisis de RM sobre los estudios similares en
concentracion y periodo de maduracién (Lee et al., 2007 y Fibrianto et al., 2010), el resultado fue de
17.6 (1IC 95% = 3.3 2 94.3, P 0.001) veces mas de que los ovocitos maduren con 0.5 pg/mL durante
72 h de FSH en comparacion al control. Sin embargo, también se obtuvo un rango de IC muy grande
por las diferencias en los porcentajes (tratamiento y control) de los distintos estudios.

6.1.1.2 Suplementacién con LH

Recordando que la LH desempefia un rol muy importante en la reproduccion de los
mamiferos, ya que durante el ciclo reproductivo al llegar a un pico de su concentracién (conocido
como el ‘“pico de LH’”) provoca la liberacion de los ovocitos (Luvoni, 2000); sin embargo, en caninos
no ocurre de manera similar, ya que la ovulacion ocurre de 1 a 2 dias después del pico de LH, siendo
ovulados en etapa inmadura (Farstad, 2000; Kim et al., 2005), y la exposicion a FSH y LH puede ser
necesaria para la adquisicion de competencia en la maduracion (Bolamba et al., 2006).

En el anélisis de los datos reportados, la suplementacion individual de LH tuvo un efecto nulo
sobre la maduracion de los ovocitos caninos (RM= 1.7, IC= 0.8 a 3.3, P= 0.101), no solo por la
variabilidad de los tratamientos, sino que individualmente la mayoria de los estudios tuvieron un
efecto nulo en la maduracion (Cuadro 4).

De tal forma que Hewitt y England (1999) suplementaron con 1.0 pg/mL de LH durante 96
h, al igual que en su estudio anterior con FSH, no encontraron diferencias significativas tanto en la
suplementacién con FSH (MIl 23.8%) ni con LH (MIl 35.7%). A pesar de esto, en el andlisis la
suplementacién con LH en el estudio de estos autores tuvo resultados similares (RM= 1.5, IC=0.6 a
3.6).
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Cuadro 4. Suplementacion de LH en la maduracion in vitro de ovocitos caninos: Analisis de razén de

momios (RM)
) Concentracion  Periodo Tratamiento Control IC
Estudio P RM —m8 ™ P
pg/mL hr (%) (%) 95%

Hewitt y England (1999) 1.0 96 21/56 (35.7)  12/43 (28.0) - 15 0.6a3.6

Lee et al. (2007) 50.0 72 10/116 (8.6)  5/108 (4.6) <0.05 1.9 0.6a58

Fibrianto et al. (2010) 0.4 72 0/128 (0) 0/166 (0) <0.05 -

Total (efectos fijos) 32/372 17/389 1.7 0.8a33 0.101

hr: hora; RM: razén de momios; IC: intervalo de confianza.

Bolamba et al. (2006) suplementaron con 5.0 pg/mL de LH durante 66 h, dosis mayor que
los autores anteriores: esta suplementacion no tuvo diferencias significativas (tratamiento Ml 1.3%
y control MII 0.0%, P=0.071), aunque numéricamente se muestre un efecto positivo del tratamiento
en este analisis (RM= de 3.0, IC= 0.1 a 75.9) en comparacion al control. Por otro lado, Lee et al.
(2007) emplearon una dosis atin mas elevada, con 50 pg/mL de LH en el medio durante 72 h, teniendo
el doble de ovocitos que maduraron con el tratamiento (MI1 8.6%, P <0.05) en comparacion al control
(MII 4.6%), es decir, casi dos veces mas de posibilidades segln este estudio (RM= 1.9, IC= 0.6 a
5.8). Fribrianto et al. (2010) suplementaron con una dosis de 0.4 pug/mL durante 72 h, ningln ovocito
madurd al tratamiento y el control, posiblemente debido a la dosis baja de LH, ya que se ha descrito
que la competencia mei6tica de los ovocitos se controla mediante la comunicacion entre las células
del cimulus y el ovocito (Rodrigues y Rodrigues, 2003), interconectados por numerosos canales
Ilamados UG, por los cuales pasan nucleétidos, aminoécidos y azucares del exterior hacia el ovocito
para su crecimiento y desarrollo (Otoi et al., 2002). Durante el pico de LH, esta hormona aumenta las
concentraciones de Ca?* en las células del cimulus aumentando MPF y la proteina quinasa activada
por mitégeno (MAPK) (Willingham-Rocky et al., 2003), por lo cual se sospecha que este proceso
provoca una detencién meidtica, ya que luego de esto las UG son interrumpidas e impiden el paso de
AMPc hacia el ovocito reanudando la meiosis (Chastant-Mailllard et al., 2011). Sin embargo,
tomando en cuenta los porcentajes de MII repostados por los autores, asi como los resultados de este
andlisis, se muestra un efecto deficiente en la suplementacion de LH. En contraste, se puede sospechar
aun mas en la relacion de la expansion de las células del cimulus y el progreso de la meiosis, tal como
se ha visto en la suplementacion de FSH y segun lo reportado por algunos autores (Bolamba et al.,
2006, Lee et al., 2007 y Fibrianto et al., 2010). Por lo tanto, es probable que in vivo la accién de la
LH sea eficiente solamente para el desarrollo del foliculo y la preparacién del ovocito para reanudar

la meiosis dentro del foliculo, y en el oviducto sea diferente (Alhaider y Watson, 2009).
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6.1.1.3 Suplementacion con E2

Los receptores nucleares de estradiol (ER) participan en la expansion del cumulus y
sefializacién en factores de crecimiento (Zhang et al., 2020), por lo que se cree que el E2 favorece la
maduracion nuclear de ovocitos de caninos (Kempisty et al., 2012). Razon por la cual en la evaluacion
de la suplementacién de E2 se observo el doble de posibilidades en comparacion al control, segun
este analisis, un efecto positivo con la suplementacion de E2 en la maduracidn de los ovocitos caninos
(RM=2.3,1C=1.5a3.7, P <0.001) numéricamente hablando (Cuadro 5).

Cuadro 5. Suplementacién de E2 en la maduracion in vitro de ovocitos caninos: Analisis de razén de momios (RM)

Concentracién Periodo Tratamiento Control IC
Estudio P RM P
pg/mL hr (%) (%) 95%
Rodrigues y Rodrigues 20.0 72 496 (41)  1/80(L3) <005 34  03a3L3
(2003) : : ' ' ’ ) :
Kim et al. (2005) 2.0 72 15/102 (14.7)  3/102(2.9) <0.05 56 1.5220.3
Bolamba et al. (2006) 1.0 66 0/72 (0) 0/72 (0) - - -
Kim (2006) 1.0 72 6/106 (5.6) 0/112(0)  0.05 145 0.8a2615
Hanna et al. (2008) 0.002 72 29/115 (25.0) 29/183(15.6) <0.05 1.7 1.0a3.1
Vannucchi et al. (2009) 20.0 96 2/120 (1.6) 3/120 (2.0) <0.05 0.6 0.1a4.0
Hatoya et al. (2009) 1.0 72 3/133 (2.2) 1/103 (1.2) <0.05 23 0.2a22.9
Total (efectos fijos) 59/744 371772 2.3 15a37 <0.001

RM: razén de momios; IC: intervalo de confianza.

Rodrigues y Rodrigues (2003) realizaron un estudio suplementando con 20 pg/mL de E2
durante 72 h, el tratamiento (MIl 4.1%, P <0.05) no tuvo un efecto significativo y relacion entre
variables al someterlos a un analisis de X?, considerando el grupo control (MIl 1.3%); ahora bien, en
el andlisis de RM la suplementacion con E2 se obtuvo tres veces mas de posibilidades en la
maduracion con este tratamiento en comparacion al control (RM= 3.4, IC= 0.3 a 31.3, 95%).

Kim et al. (2005) realizaron un experimento con E2 a una concentracion de 2 pg/mL durante
72 h tomando en cuenta las distintas fases del ciclo estral, este estudio obtuvo mas ovocitos que
completaron su maduracion en la fase folicular (tratamiento M1l 14.7% y control 2.9% MII P <0.05)
segun el analisis de varianza (ANOVA), equiparable al analisis de RM en el cual se mostr6 un efecto
positivo del tratamiento en comparacién al control (RM= 5.6, IC= 1.5 a 20.3). En el estudio de
Bolamba et al. (2006) no se encontré efecto en la maduracion de los ovocitos con la suplementacion
con 1.0 pug/mL de E2 y el control con el medio convencional, estos resultados no pueden atribuirse a

la concentracion de E2, ya que Kim (2006) suplementé E2 con la misma concentracion (1.0 pg/mL)
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durante 72 h, y a lo contrario de Bolamba et al. (2006), este tratamiento si tuvo un efecto positivo
(MII 5.6%, P= 0.05), ademaés, la relacion entre la maduracion de los ovocitos y el tratamiento en
comparacion al control fue positiva (RM= 14.5, IC= 0.8 a 261.5). Hanna et al. (2008) suplementaron
con 0.002 ug/mL de E2 durante 72 h, estos autores no se enfocaron principalmente en la maduracién
de los ovocitos, sino en el efecto que ejerce el E2 en la detencién meidtica y que a su vez sea
reversible. El porcentaje de ovocitos en VG (62.3%) no fue mayor al control (68.7%), no obstante,
en la tasa de maduracion, el tratamiento fue superior (MIl 25.0%, P <0.05) al control (MI1 15.6%), lo
cual se ve relacionado en este analisis (RM= 1.7, IC= 1 a 3.1), lo que refleja la posibilidad de que el
E2 no tenga un efecto significativo en la detencion meiética, pero si en la maduracion de los ovocitos.
Tal como Vannucchi et al. (2009), los cuales suplementaron con 20.0 pg/mL en el que se obtuvo un
efecto negativo sobre la tasa de maduracion nuclear en la aplicacion de este tratamiento (Ml 1.6%,
P<0.05) en comparacion al control (MII 2.0%), asimismo en el analisis de RM (RM= 0.6, IC=0.1a
4.0), incluso los autores encontraron un aumento en la degeneracion de los ovocitos con este
tratamiento, asumiendo un efecto deletéreo de la MIV. Ese mismo afio Hatoya et al. (2009) realizaron
un estudio con E2 a una concentracion similar a Bolamba et al. (2006) y Kim (2006) con 1.0 pg/mL
durante 72 h, sin ninguna similitud en los resultados, ya que Hatoya et al. (2009) no obtuvieron
diferencias significativas en la tasa de maduracion (Ml 2.2%, P < 0.05) y el control (MIl 1.2%). Y
en este analisis, numéricamente tiene el doble de posibilidades de madurar a los ovocitos que el
control (RM= 2.3, IC= 0.2 a 22.9). Esta variabilidad en los resultados podria deberse a que, a pesar
de que en un estudio se detectaron receptores de estradiol (ERa y ERDb) en los ovocitos y en las células
del camulus durante todas las etapas del ciclo estral, el ERb no se observé en la etapa de diestro
(Goncalves et al., 2009), etapa en el ovocito concluye la maduracion en el oviducto, lo cual representa
una ausencia de efecto en la suplementacion de E2 en ovocitos colectados en esa etapa. En el andlisis
de los estudios similares en los cuales se suplement6 E2 1.0 ug/mL durante 72 h (Kim, 2006 y Hatoya
et al, 2009) se observ6 un efecto positivo con este tratamiento (RM= 5.9, IC= 1.0 a 32.6, P= 0.041).
Sin embargo, en el andlisis de los estudios de Kim, 2006 y Hatoya et al, 2009, el IC resulté grande y

por lo tanto, el efecto con este tratamiento puede variar.

6.1.1.4 Suplementacién con P4

Se ha documentado que la reanudacion meidtica de los ovocitos caninos ocurre en presencia
de altas concentraciones de P4 y E2 en el oviducto (Chastant-Maillard et al., 2011). En el analisis de
la suplementacion individual de P4 se observo un efecto nulo en la maduracion de los ovocitos en
comparacion al control (RM= 1.1, IC=0.6 a 3.1). Sin embargo, estos datos no muestran significancia
estadistica (P= 0.651) (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Suplementacién de P4 en la maduracion in vitro de ovocitos caninos: Analisis de razon de

momios (RM)
] Concentracion Periodo Tratamiento  Control IC
Estudio P RM P
pg/mL hr (%) (%) 95%

gf')g's,’;gham'mc"y etal 20 48 5/68(86) 1/68(19) <005 53 06a467
Willingham-Rocky et al. 16/201 19/196

(2003) 0.2 48 (10.7) (14.7) <0.05 0.8 0.4al6

Kim et al. (2005) 2.0 72 9/83(10.8)  4/80(3.7) <0.05 2.3 06a7.8
Vannucchi et al. (2009) 20.0 96 1/120 (0.8)  3/120(20) <005 03 0.0a3.1

Total (efectos fijos) 31/472 27/464 11 06a19 0.651

hr: hora; RM: razén de momios; IC: intervalo de confianza.

Si bien, el resultado total de la suplementacion con P4 no es significativo, esto se puede
adjudicar a la variabilidad de los tratamientos de cada estudio. Como en el estudio de Willingham-
Rocky et al. (2003) en el que se suplement6 P4 en distintas concentraciones; con la suplementacion
de 2.0 pyg/mL durante 48 h, este primer tratamiento si mostré una relacion significativa con la
maduracion de los ovocitos (MIl 8.6%, P <0.05) segln el analisis de X2 que realizaron los autores,
del mismo modo en este analisis se observd un efecto positivo del tratamiento con comparacién al
control (RM=5.3, IC= 0.6 a 46.7). No obstante, en el segundo experimento con una concentracién
de 0.2 pg/mL resulté como un tratamiento no significativo (MIl 10.7%, P <0.05), teniendo una tasa
de maduracién mas alta con el control (MIl 14.7%), por lo que este tratamiento tuvo un efecto
negativo (RM= 0.8, IC= 0.4 a 1.6, 95%), posiblemente a la baja concentracion de P4. Asimismo, el
estudio de Kim et al. (2005) en el cual emplearon P4 como suplementacion en el medio de MIV a
una concentracion de 2.0 pg/mL durante 72 h, se produjo mayor tasa de maduracion (MI1 10.8%, P
<0.05) en comparacion al control (MIl 3.7%), siendo un tratamiento con un efecto positivo en la
maduracion de los ovocitos (RM= 5.6, IC= 1.5 a 20.3). Vannucchi et al. (2009) suplementaron con
20.0 pg/mL de P4 durante 96 h, concentraciones superiores a los estudios anteriores, y no hubo
diferencias significativas entre las distintas etapas de maduracion asi como el tratamiento (MI1 0.8%,
P <0.05) y el control (MI1 2.0%), y tuvo un efecto negativo sobre la maduracion de los ovocitos (RM=
0.3, IC=10.0 a 3.1), resultados poco favorables. Otros autores mencionan que esta hormona no tiene
una contribucion fundamental para la maduracion nuclear de los ovocitos (Akison y Robker, 2012),
a pesar de que en condiciones in vivo los ovocitos estan expuestos a niveles relativamente altos de P4
y E2 en el foliculo antes del pico preovulatorio (Kim et al., 2017). Sin embargo, la maduracion de los
ovocitos caninos a diferencia de otras especies ocurre en el oviducto en un ambiente donde la
progesterona es dominante (Concannon, 2009), tal como lo muestra un estudio reciente donde se

evaluo la expresion génica del receptor nuclear de progesterona (PR) en los oviductos, dando como
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resultado una mayor expresion en la etapa de diestro, es decir, cuando el ovocito se localiza en el
oviducto (Palomino et al., 2021). Esto puede variar en el efecto de la suplementacion con P4 si fueron
ovocitos colectados en otras etapas del ciclo estral de las perras, lo cual pudiera coincidir con los

resultados de la RM y los porcentajes de maduracion reportados por los autores.

6.1.1.5 Suplementacion con hCG

La hCG tiene funciones similares a su homdloga LH, la cual participa en el desarrollo
folicular, al igual que se relaciona con la sefializacion para la maduracion (Betancur et al., 2011).
Dado esto, al evaluar los resultados de la suplementacion con hCG se obtuvo un efecto positivo sobre
la maduracion (RM= 2.7, IC= 1.7 a 4.3, P <0.001) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Suplementacion de hCG en la maduracion in vitro de ovocitos caninos: Andlisis de razén de

momios (RM)
Concentracion Periodo Tratamiento Control IC
Estudio P RM —m8™— P
pg/mL hr (%) (%) 95%

De los Reyes et al. (2005) 4.0 96  137/315(43.4) 26/125(20.7) <005 29  18a47

Kim (2006) 0.4 72 0/112 (0.0) 0/112 (0.0) - - -

Kim et al. (2007) 0.4 72 5/71 (7.0) 1/65 (15) <0.05 48 0.5a42.6

Alhaider y Watson (2009) 8.0 96 4/117 (4.6) 3/105(3.5) <0.05 1.2 0.2a55

Total (efectos fijos) 146/615 30/407 2.7 1.7a43 <0.001

hr: hora; RM: razén de momios; IC: intervalo de confianza.

De los Reyes et al. (2005) demostraron la eficacia de la suplementacién con 4.0 pg/mL de
hCG durante una exposicion por 24 h con 96 h de MIV, ya que en este tratamiento se observé la
expansion de las células del cimulus las primeras 24 h y al extender el tiempo de maduracion a 96 h
el porcentaje de MII fue significativamente mayor porcentualmente (MIl 43.4%, P <0.05) y en
comparacion al control (MII 20.7%), teniendo un efecto positivo en la maduracién de los ovocitos
caninos (RM= 2.3, IC= 1.8 a 4.7) en este analisis. En contraste, Kim (2006) al suplementar con 0.4
pg/mL de hCG ningln ovocito alcanzo6 la maduracion, ya sea con el tratamiento o el control, por lo
que los autores discuten un mayor efecto de otras hormonas, por la dominancia de los estrégenos en
la ovulaciény el desarrollo de los ovocitos. Kim et al. (2007) suplementaron de igual manera con 0.4
pg/mL durante 72 h, observaron una tasa de maduracion mas alta con el tratamiento (MIl 7.0%, P
<0.05) en comparacion al control (MI1 1.5%), resultando en este analisis como un tratamiento positivo
(RM=4.8,1C=0.5a42.6). El efecto de la concentracion en la maduracion de los ovocitos se contrasta
aun mas con los resultados de Alhaider y Watson (2009) ya que la suplementacion de hCG con 8.0

pg/mL durante 96 h no tuvo diferencias significativas en la tasa de maduraciéon (MII 4.6%, P <0.05)
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comparado con el control (MII 3.5%) segln el estadistico de X2, resultados similares en este anélisis,
en el cual tratamiento tuvo un efecto nulo en la maduracion (RM= 1.2, IC= 0.2 a 5.5), con el
tratamiento de estos autores. Sin embargo, notaron que la degeneracidn de los ovocitos se redujo
considerablemente con la suplementacion de hCG.

Solo dos de los estudios analizados tuvieron un efecto positivo en la maduracion de los
ovocitos caninos. La mayoria de los autores refieren a la hCG por su actividad similar a la LH,
mejorando la glucolisis y la oxidacién de la glucosa mitocondrial en el ovocito (De los Reyes et al.,
2005). Incluso se menciond una actividad menor a la FSH en cuestiones de la expansién de las células
del cimulus (Alhaider y Watson, 2009). Por lo tanto, se cree que no se ha llegado a una concentracién
adecuada de las gonadotropinas, lo cual puede estar relacionado con los resultados obtenidos con esta

suplementacion.

6.1.1.6 Suplementacion individual con otras hormonas

Generalmente, la GH es utilizada en el cultivo de foliculos por su funcién en la proliferacion
celular (Serafim et al., 2013; Nagashima et al., 2019). Por lo tanto, Songsasen et al. (2002)
experimentaron el aplicar GH en el medio de MIV de ovocitos caninos a una concentracion de 10.0
Mg/mL durante 48 h. Pero este tratamiento no obtuvo diferencias significativas en la maduracion (MlI
11.5%, P <0.05) tratamiento y control (MII 8.1%), pero si un efecto positivo en la maduracion (RM=
1.47,1C=0.49 a 4.37). El tratamiento mejor6 la expansion de las células del cimulus, sin embargo,
en la maduracién nuclear no hubo diferencias significativas en los porcentajes de ovocitos que
completaron la maduracion. Igualmente, Rodrigues y Rodrigues (2003) suplementaron con hST a una
concentracion de 1.0 pg/mL durante 72 h, y no hubo diferencias significativas entre el tratamiento
(MI15.6%y el control M1 2.5%, P=0.213) con el analisis de X? pero en este analisis, numéricamente
tuvo el doble de veces de posibilidades (RM= 2.3, IC= 0.7 a 7.6). Otro estudio posterior, en el cual
emplearon hST en combinacion con cido hialurénico (AH), debido a que se ha mencionado su efecto
sobre la expansion del camulus y la sinergia con la LH en la maduracién nuclear, sin embargo, no
tuvieron resultados favorables en la maduracion de los ovocitos (2.7 y 3.0% MII) (Rodrigues et al.,
2006b). Lo cual concuerda con algunos autores de que la hST si tiene una influencia positiva en la
meiosis, probablemente a lo que se ha mencionado sobre la funcion similar que tiene con la bST sobre
las células del cimulus (Rodrigues y Rodrigues, 2003).

Un estudio demostrd que la exposicion de eCG por menos de 4 h sobre los ovocitos caninos
Ileva mas alla de la MI (MII 19.4%). Sin embargo, esto fue con relacidn a la sinergia a la detencion
mei6tica controlada por la adicion de AMPc a una exposicion con 5.0 mM durante 24 h, resultando

un 64.8% de ovocitos en etapa de VG, esto en comparacion del grupo control con 23.8% en VG
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(Songsasen et al., 2003). Esto se confirma con el estudio de Hanna et al. (2008) con la suplementacion
de 0.4 pug/mL de eCG durante 72h, en el cual se obtuvo un alto porcentaje en la detencién meiotica
(VG 81.7%), no obstante, la tasa de maduracion fue inferior (M1l 7.0%, P <0.05) en comparacion al
control (M1l 15.6%), por lo tanto, el tratamiento tuvo un efecto negativo en la maduracién (RM= 0.3,
IC=1.0a3.1).

Solo el estudio de la suplementacién con hST tuvo un efecto positivo en la maduracion de los
ovocitos caninos, en términos numéricos. No obstante, en los porcentajes de maduracion no hay
diferencias significativas y son muy bajos, por lo que sigue en duda la eficiencia de este tratamiento.

Debido al poco éxito en la MIV de ovocitos caninos, se ha intentado suplementar con otras
hormonas no antes empleadas para la MIV de ovocitos caninos. Sin embargo, sin éxito aparente
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Suplementacion individual de GH, hST y eCG en la maduracion in vitro de ovocitos caninos: Analisis de
razén de momios (RM)

Concentracion Periodo Tratamiento Control IC
Estudio Hormona P RM
pg/mL hr (%) (%) 95%
Songsasen et al. (2002) GH 10.0 48 9/78 (11.5) 6/74(8.1) <0.05 1.4 04a43
Z%%g?“es y Rodrigues hsT 10 72 10178(56) 4/163(25) 0213 23  07a76
Hanna et al. (2008) eCG 0.4 72 10/151 (7.0)  29/183 (15.6) <0.05 0.3 0.1a0.8

GH: hormona del crecimiento; hST: somatotropina humana; eCG: gonadotropina coridnica equina; hr: hora; RM: razon de
momios; IC: intervalo de confianza.

6.1.2 Efectos de la suplementacion combinada de hormonas

Se han realizado distintos estudios suplementando en combinacién hormonas de manera
estratégica, ya sea estrdgenos y progesterona, gonadotropinas, hormonas del crecimiento y factores de
crecimiento, o una combinacion de estas hormonas (Songsasen y Wildt, 2007).

En el analisis sobre los estudios donde se suplementé con hormonas de manera combinada se
observo un efecto nulo combinando hormonas para la maduracion de los ovocitos (RM=1.8 IC=1.3 a
2.4, P <0.001), esto por la variabilidad de los tratamientos de los distintos estudios, presentando una
heterogeneidad moderada (Cuadro 9). En el grafico se observaron més de la mitad de los estudios
posicionados <1 teniendo estos tratamientos un efecto positivo en la maduracién de los ovocitos caninos
(Figura 4).
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Cuadro 9. Suplementacion combinada de hormonas en la maduracion in vitro de ovocitos caninos: Analisis de razon de
momios (RM)

. IC Heterogeneidad
Hormonas combinadas RM total _ P
95% (%)

FSH + LH, E2 + hST

FSH + LH + E2

E2 +eCG

hCG +eCG

E2 + P4

hCG + P4 + E2

FSH + P4 + E2

Secuencial

FSH: hormona foliculo estimulante; LH: hormona luteinizante; E2: estradiol; P4: progesterona; hCG: gonadotropina cori6nica
humana; eCG: gonadotropina coriénica equina; RM: razén de momios; IC: intervalo de confianza.

1.8 13a24 <0.001 56.4%

Hewitt and England, 1999 [~ -
Rodrigues et al., 2004 - rriiirere
Bolamba et al., 2006 = % =
Bolamba et al., 2006 B =
Song et al., 2008 & EE
Hanna et al., 2008 u ~i
Kim et al., 2008 E ‘-_
Vannucchi et al., 2009 = -
Fibrianto et al., 2010 B | &
Kim et al., 2010 - |
Apparicio et al., 2011 — =
Evecen et al., 2011 — =
Apparicio et al., 2014 - | =
Babu et al., 2017 - ——
Hu et al., 2020 n ——
Demir et al., 2019 - .
Total (efectos fijos) - P
' ] Illlllll 1 llllull Ll llll!ll Ll lllll‘ Ll lllll‘ |- llllul
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

Raz6n de momios
Figura 4. Suplementacion combinada de hormonas en la maduracion in vitro de ovocitos caninos:
Gréfico de bosque.
6.1.2.1 Suplementacion con FSHy LH

La evaluacion general de la suplementacion combinada de FSH y LH no mostr6 un efecto
positivo en la maduraciéon (RM= 1.4, IC= 0.8 a 2.6) en comparacion al control, y no hay significancia
estadistica en el tratamiento (P=0.164) debido a la variabilidad de los estudios y sus resultados (Cuadro
10).
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Cuadro 10. Suplementacion combinada de FSH y LH en la maduracidn in vitro de ovocitos caninos: Andlisis de
razén de momios (RM)

Hormonas Periodo IC
Estudio Tratamiento Control P RM —M™ P
(concentracion) hr 95%

FSH (1.0 pg/mL) y
LH (1.0 pg/mL)
FSH (0.5 pg/mL) y
LH (5.0 pg/mL)
FSH (10.0 pg/mL) y
LH (10.0 pug/mL)
FSH (0.007 pg/mL) y
LH (0.4 pg/mL)
FSHp (0.007 pg/mL)
y pLH (0.005 pg/mL)

Total (efectos fijos) 38/455 23/446 1.4 0.8a26 0.164

Hewitt y England (1999) 96  20/59(33.8) 12/43(27.9) - 13  05a3.1

Bolamba et al, (2006) 66 472 (55)  0/72(0.0) 0089 95 0.5a180.2
Song et al. (2007) 72 3/50 (6.0)  4/50 (8.0) <005 07 0.la34
Fibrianto et al. (2010) 72 1/108 (0.9)  0/116 (0.0) <005 3.2 0.1a80.6

Demir et al. (2019) 96  10/166 (6.0) 7/165(4.0) <005 14  05a3.8

hr: hora; RM: razén de momios; IC: intervalo de confianza.

Hewitt y England (1999) llevaron a cabo un experimento al que suplementaron de manera
conjunta FSH y LH en la misma concentracién (1.0 pg/mL, durante 96 h) con el fin de asemejar el
ambiente folicular, segin mencionan. Esta suplementacion no mostré diferencia estadistica del
tratamiento (MI1 33.9%) y el control, (MIl 27.9%), de igual modo en los resultados de este analisis no
se observé un efecto significativo del tratamiento (RM= 1.3, IC= 0.5 a 3.1). En otro estudio similar,
Bolamba et al. (2006) emplearon la misma combinacién hormonal en distintas concentraciones (FSH
0.5 pg/mL y LH 5.0 pg/mL, durante 66 h) lo que resultd con efecto solamente del tratamiento (Ml
5.55%, P = 0.089) y ningun efecto en el control, lo cual, numéricamente dio un resultado elevado en
este analisis (RM= 9.52, IC= 0.50 a 180.25), lo mostré una significancia de efecto con estas
concentraciones sobre la maduracion nuclear de los ovocitos caninos, sin embargo, un rango del IC muy
alto.

Posteriormente Song et al. (2007) aumentaron las concentraciones de la FSHy LH a 10.0 pg/mL
por igual en ambas hormonas, durante 72 h, en un intento por asemejar el pico gonadotrépico al que se
exponen los ovocitos dentro del foliculo durante la etapa de estro de las perras (Concannon, 2011), sin
embargo, el tratamiento no incrementd la tasa de maduracién (Ml 6.0%, P<0.05), por lo que tuvo una
asociacion negativa en la maduracién en comparacion al control (RM= 0.7, IC= 0.1 a 3.4), teniendo un
efecto opuesto a lo esperado, siendo el control mas eficiente al momento de madurar los ovocitos. Los
autores lo relacionan al 10.0% SFB adicionado al medio y su efecto antioxidante, por lo que, durante el
periodo de incubacion a una concentracion del 20.0% de O, la tensiéon de ROS aumentd, afectando la
integridad de los ovocitos (Li et al., 2019) y sin efecto del SFB relacionandolo a la dosis mas baja que
otros autores (20.0% SFB, Kim et al., 2007). Fibrianto et al. 2010, emplearon la combinacién hormonal
de FSH 0.007 pg/mL y LH 0.4 pg/mL lo que resultd de un solo ovocito madurado (M1l 0.9%, P<0.05)
y ninguno al control, estos resultados dieron numéricamente tres veces mas de posibilidades en este

analisis (RM= 3.2, IC= 0.1 a 80.6). Los autores Demir et al., (2019) realizaron un estudio comparativo
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entre gonadotropinas de la pituitaria (pFSH y pLH) y recombinante humana (rhFSH y rhLLH) en distintas
concentraciones, el experimento con las gonadotropinas pituitarias resulté ser mas eficiente en la
maduracion que las hormonas recombinantes; sin embargo, no hubo diferencia estadistica entre el
tratamiento (M1l 6.0%) y el control (MIl 4.0%, P <0.05), con efecto nulo en este analisis (RM de 1.4,
IC=0.5a3.8).

En general, la suplementacion de FSH y LH tuvo un efecto nulo en la MIV de ovocitos caninos,
lo cual pudiera estar relacionado con la variabilidad de los tratamientos. Sin embargo, individualmente,
numéricamente solo dos estudios tuvieron un efecto positivo en la maduracion, ya que los porcentajes
de maduracion son muy bajos. Se ha mencionado que en condiciones in vivo, los ovocitos caninos que

maduran en el oviducto completan la maduracién en ausencia de LH y FSH (De los Reyes et al., 2005).

6.1.2.2 Suplementacion con hCG y eCG

En la evaluacion de los estudios de Kim et al, 2008 y Kim et al, 2010 con la suplementacién
de hCG 4.0 pg/mL y eCG 2.0 pg/mL durante 48 h se observd, numéricamente un efecto positivo de
este tratamiento sobre la maduracion de los ovocitos (RM= 3.5, IC= 0.6 a 20.5, P=0.164). Sin embargo,
se registro un intervalo de confianza grande, y tomando en cuenta el valor de P, no hay significancia

estadistica en el tratamiento (Cuadro 11).

Cuadro 11. Suplementacién combinada de hCG y eCG en la maduracion in vitro de ovocitos caninos:
Analisis de razdn de momios (RM)

. Hormonas Periodo . IC
Estudio — Tratamiento Control [ RM —— P
(concentracion) hr 95%
Kimetal. 2008)  "CC (?2'00“% ;“m'-z)y eCC  4gh 1(%1%2 11/109 (10.0) <0.05 1.5 0.6a3.4
Kimetal (2010)  "C® (?éoougé;“m"z)y €CC g z(j/slg)l 3/150(2.0) <005 89 2.6a30.1

Total (efectos

. 46/303 14/259 3.5 0.6a20.5 0.164
aleatorios)

hr: hora; RM: razén de momios; IC: intervalo de confianza.

Kim y colaboradores, realizaron dos estudios similares suplementando hCG 4.0 pg/mL y eCG
2.0 pg/mL durante 48 h. En el estudio del 2008 los autores mencionan que en los porcentajes de
maduracion del tratamiento (MIl 14.7%, P <0.05) y el control (M1l 10.0%) fueron bajos, al igual que
en este analisis, el tratamiento tuvo un efecto nulo en la maduracion (RM= 1.5, IC= 0.6 a 3.4, P=0.164).
En el estudio del 2010, esta suplementacion mostr6 una tasa de maduracion relativamente alta (MlI
15.5%, P <0.05) tal como lo destacan los autores, y en este analisis se observé un efecto positivo y méas
veces de posibilidades de maduracion en comparacion al control (RM= 8.9, IC= 2.6 a 30.1, P= 0.164).

Estos estudios emplearon una metodologia similar en la MIV, asi como los reactivos en los medios, lo

37



gue puede generar esta diferencia en los resultados de estos dos estudios puede ser a la etapa estral en
los que se encontraban los ovocitos, ya que en los dos estudios se usaron ovarios de perras en ciclo estral
aleatorio (Rodrigues y Rodrigues, 2003). Sin embargo, uno de los estudios mostré un efecto nulo en la
maduracion, y la ser muy pocos estudios analizados, no es posible determinar si hay un efecto positivo

en la maduracion de los ovocitos caninos con esta suplementacion.

6.1.2.3 Suplementaciones con otras combinaciones

Se han intentado otras estrategias de suplementacién hormonal, incluso con las de dos hormonas
y en distintas horas de exposicién. En el estudio de Rodrigues et al. (2004) adicionaron E2 a 2000
pg/mL en combinacion con 100 pg/mL hST, se observd una mejora en la expansion de las células del
cumulus y sin diferencia estadistica en la tasa de maduracion con el tratamiento (MIl 3.5%, P<0.05) en
comparacion al control (MII 1.8%), asi como un efecto nulo en este analisis (RM= 1.9, IC= 0.3 a 10.1,
95%), de tal modo que el tratamiento tiene mas posibilidades de que maduren los ovocitos a diferencia
del control. Sin embargo, en un estudio anterior de estos autores (Rodrigues y Rodrigues, 2003), se
evaluo el E2 y hST de manera individual arrojo resultados superiores (E2: RM= 3.4, IC= 0.3 a 31.3,
95% y hST: RM=2.3,IC=0.7 a 7.6, 95%), lo cual cuestiona la sinergia de estas dos hormonas. Bolamba
et al. (2006) realizaron un experimento combinando FSH 0.5 pg/mL, LH 5.0 pg/mL y E2 1.0 pg/mL,
no solo simulando la presencia de FSH y LH en el foliculo, sino agregando E2 tal como se encuentra
en el foliculo previo a ser luteinizado. El E2 tiene funciones de mediador de varios eventos como la
movilizacion de Ca?*, AC y la produccion de AMPc (Zhang et al., 2020).

Este experimento mostré tener efectos en la maduracion con el tratamiento (MI1 4.1%, P=0.115)
y sin resultado en el control, de tal forma que en este analisis, el tratamiento tuvo un efecto positivo
numéricamente en la maduracién (RM= 7.3, IC=0.3 a 143.9). En el estudio de Hanna et al. (2008) se
combinaron E2 0.002 pg/mL y eCG 2 ug/mL durante 72 h de MIV, dando como resultado una tasa de
maduracion mayor con el control (Ml 15.8%) en comparacion al tratamiento (MI10.7%, P <0.05), esto
refleja una asociacién negativa de esta la combinacién de E2 y eCG en la maduraciéon (RM= 0.0, IC=
0.0 a 0.3), debido a que mencionan los autores una mayor actividad en la detencion meiética (VG=
80.0%) de estas hormonas y no en la reanudacion meidtica. Debido a que la P4 y el E2 se encuentran
presentes en el oviducto al momento de la reanudaciéon meiética del ovocito (Concannon, 2012), un
estudio en el que se evalud la aplicacion de estas hormonas, Vannucchi et al. (2009) suplementaron con
20.0 pg/mL de E2 y P4 cada una durante 96 h. Sin embargo, este tratamiento no tuvo una tasa mayor
(MI10.8%, P <0.05) al control (MIl 2.5%), con una asociacién negativa del tratamiento y la maduracion
(RM= 0.3, IC= 0.0 a 3.1, 95%), resultados nada favorables ya que los ovocitos tienen mas veces

posibilidades de madurar con el control que el tratamiento. Otro estudio alternando gonadotropinas y
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hormonas ovaricas, fue Apparicio et al. (2011) suplementando hCG 4.0 pg/mL, P4 1.0 pg/mL y E2
1.0 pg/mL durante 72 h, resultando mas efectivo el tratamiento (MI1 10.0%, P <0.01) ya que el control
no tuvo efecto alguno, de tal forma que la combinacién de hCG, P4 y E2 tuvo un efecto positivo en
la maduracion (RM= 7.7, IC= 0.4 a 149.9), lo cual se explica con el hecho de que fueron ovocitos en
fase folicular.

Se ha discutido el poco éxito en la suplementacion hormonal, la sinergia de las hormonas
presentes en el ciclo estral en el periodo especifico de la maduracion de los ovocitos caninos,
determinando que la simulacién del microambiente ovocitario es la respuesta, es por esto que se
estableci6 una técnica de maduracién fisiologica simulada de ovocitos (SPOM, Simulated
physiological oocyte maturation) empleada en bovinos (Guimaraes et al., 2015). De modo similar,
Evecen et al. (2011) implementaron un tratamiento secuencial, asemejando lo mas posible el
microambiente hormonal en el que se encuentra el ovocito canino durante su proceso de maduracion.
El tratamiento consistié en la suplementacion hormonal en distintas horas y concentraciones ( 0—24
h: 2.0 pg/mL FSH, 20.0 pg/mL E2; 24-48 h: 2.0 pg/mL FSH, 20 pg/mL E2, 1.0 pg/mL LH; 48-72
h: 10.0 pg/mL FSH, 5.0 ug/mL E2, 10.0 pg/mL LH, 4.0 pg/mL P4; 72-96 h: 2.0 pg/mL FSH, 2.0
pug/mL P4), y se obtuvo una tasa mayor con el tratamiento (M1l 5.4%, P <0.0001) al control (MII
1.7%). Sin embargo, no fue un porcentaje tan alto. Debido a esto, en este anélisis se mostré un efecto
positivo en la maduracion numéricamente (RM= 3.2, IC= 1.3 a 7.6). Posteriormente, Apparicio et al.
(2014) suplementaron con hCG 10.0 pg/mL durante 48 h, P4 1.0 pg/mL las primeras 24h, distintas
concentraciones y horas de exposicion al estudio anterior (hCG 4.0 pug/mL, P4 1.0 ug/mLy E2 1.0
pug/mL durante 72 h, Apparicio et al., 2011), esta estrategia de suplementacion dio (MIl 20.0%)
tratamiento y ninguno al control (RM=37.9, IC= 2.2 a 640.5, 95%), estos resultados a diferencia del
estudio pasado (Apparicio et al., 2011) podria deberse a un posible efecto de detencion meidtica
irreversible del E2, tal como lo reportan algunos autores (Hanna et al., 2008 y VVannucchi et al., 2009),
también se debe tomar en cuenta la accién de la hCG anélogo en los receptores de LH interviniendo
en las UG, lo cual est4 acorde a lo que marca la literatura (Alhaider et al., 2009), regulando la red de
sefializacién multifacética, asi como la actividad de las quinasas reguladas por sefiales extracelulares
(ERK1/2), las cuales son esenciales para la reanudacion de la meiosis, la expansion de las células del
cumulus y ovulacion (Zhang et al., 2020). Asi mismo, afios después Babu et al. (2017) adoptaron
esta técnica alternando las concentraciones y tiempos de las hormonas ( 0-24 h: 2.0 pg/mL FSH, 20.0
pg/mL E2; 24-48 h: 2.0 pg/mL FSH, 20 pg/mL E2, 1.0 pg/mL LH; 48-72 h: 10.0 pg/mL FSH, 5.0
pg/mL E2, 10.0 pg/mL LH, 4.0 pg/mL P4; 72-96 h: 2.0 pyg/mL FSH, 2.0 pg/mL P4), dando
resultados mas bajos (Ml 4.0%, P <0.05) que Evecen et al. (2011), aun asi, se observé un efecto

positivo del tratamiento en la maduracion (RM= 3.0, IC=0.8 a 11.3).
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Hu et al. (2020) suplementaron en combinacion las hormonas, FSH 0.2 pg/mL, P4 1.0 pg/mL
y E2 1.0 pg/mL durante 96 h, resultando una tasa de maduracién mayor con el tratamiento (MlI
17.6%, P <0.05. ) en comparacion al control (M1l 9.6%), de igual manera, se obtuvieron dos veces
mas de posibilidades de que los ovocitos maduren con la combinacién de FSH, P4 y estradiol (RM=
2.0, 1C=0.7 a 5.4, 95%), el haber suplementado con FSH tuvo un impacto positivo en la maduracion
de los ovocitos, especificamente a la atribucidn que se le da en la expansién de la células del caimulus
(Lee et al., 2007).

En general, mas de la mitad de los estudios, numéricamente un efecto positivo en la
maduracion de los ovocitos caninos. Tomando en cuenta ellos resultados de la RM y el porcentaje de
maduracion reportado por los autores, la mejor suplementacion combinada fue la de Apparicio et al.
(2011), suplementando con hCG, P4 y E2. Sin embargo, el IC de es demasiado grande debido a que
no hubo ningun ovocito madurado con el control. De igual manera, otro estudio de los mismos autores
tuvo un efecto positivo, en el cual Apparicio et al. (2014) combinaron solamente hCG y P4,
pudiéndose observar nuevamente un IC muy grande. Finalmente, el estudio de Hu et al. (2020) tuvo
un efecto positivo, combinando FSH, P4y E2 (Cuadro 12).

Cuadro 12. Otras suplementaciones combinadas en la maduracion in vitro de ovocitos caninos: Analisis de razén de momios

(RM)
Hormonas Periodo IC
Estudio Tratamiento Control P RM
(concentracion) hr 95%
E2 (2000 pg/mL) + hST

Rodrigues et al. (2004) 72h 5/142 (3.5) 2/108 (1.9) <0.05 1.9 0.3a10.1

(100 pg/mL)
FSH (0.5 pg/mL) + LH (5.0

Bolamba et al. (2006) pg/mL) + E2 (1.0 pug/mL) 66 h 3/72 (4.0) 0/72 (0.0) 0115 7.3  0.3al439
E2 (0.002 pg/mL) + eCG
Hanna et al. (2008) (2.0 pg/mL) 72 1/126 (0.7) 29/183(156) <0.05 0.0 0.0a0.3
Vannucchi et al. (2009) E2 (200 “f; I/TI‘IEL); P4 (20.0 96 1/120 (0.7)  3/120(20) <005 03  0.03a3.1
. hCG (4.0 pg/mL) + P4 (1.0
Apparicio et al. (2011) ug/mL) + E2 (1.0 pg/mL) 72 4/40 (10.0) 0/31 (0.0) <0.01 7.7 0.4a149.9
Evecen et al. (2011) Secuencial 96 h 24/439 (5.5)  7/404 (1.7) <0.0001 3.2 1.3a76
Apparicio et al, (2014)  NCC (100 Eﬁlg TPAA0 4gyoah  19/95(200) 0/74(00) <005 379 22a6405
Babu et al. (2017) Secuencial 96 h 9/222 (4.0) 3/219 (1.4) <0.05 3.0 0.8a11.3

FSH (0.2 pg/mL) + P4 (1.0

Hu etal. (2020) pg/mL) + E2 (1.0 pg/mL)

96h  15/85(185) 6/62(9.6) <005 20  0.7a54

hr: hora; RM: razén de momios; IC: intervalo de confianza; secuencial: 0-24 h: 2.0 pg/mL FSH, 20.0 ug/mL E2; 24-48 h: 2.0 ug/mL
FSH, 20 pg/mL E2, 1.0 pg/mL LH; 48-72 h: 10.0 pg/mL FSH, 5.0 pg/mL E2, 10.0 pg/mL LH, 4.0 pg/mL P4; 72-96 h: 2.0 pg/mL
FSH, 2.0 pg/mL P4.
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7. CONCLUSIONES

Este el analisis general de la suplementacion individual de hormonas no se observé un efecto
significativo en la maduracién. De igual manera, con resultados similares en el analisis de la
suplementacién combinada de hormonas debido a la variabilidad de los tratamientos en los estudio.
Sin embargo, al realizar otros anlisis separando por tratamientos similares, y segun los resultados de
la RM, las hormonas suplementadas individualmente que tuvieron un efecto positivo con la
maduracion de los ovocitos caninos fueron: FSH, E2 y hCG. Y el tratamiento combinado de hormonas
fue: hCG y eCG; hCG y P4; hCG, P4y E2.

Considerando la funcion de cada hormona, los resultados de cada estudio (porcentaje de MII)
y de este andlisis de RM, se podria considerar un cultivo in vitro bifasico para imitar los eventos in
vivo de induccién gonadotrdpica y transicion oviductal, incluyendo la importancia que tiene la
detencién meidtica prologada para permitir que el ovocito madure citoplasméaticamente, asi como el
factor primordial de gue los ovocitos reanuden la meiosis y completen la maduracion. Se sugiere la
combinacion de hCG y P4, por la actividad de la hCG sobre las UG impidiendo el paso de agentes
involucrados en la detencién meiética (AMPCc), asi como la presencia P4 en el oviducto durante la
reanudacion de la meiosis, tal como lo menciona la literatura, esto en busca de un medio eficiente

para la maduracién in vitro de ovocitos caninos.
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