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ACRONIMOS

B-ME: B-mercaptoetanol

IGF-1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1
MIV: Maduracién in vitro
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TCM: Medio de cultivo celular

EGF: Factor de crecimiento epidérmico

PI3K/AKT: Fosfatidilinositol 3-quinasa / Proteina quinasa B
MAPK: Proteina quinasa activada por mitdgenos
SpFF: Fluido folicular porcino estandar

LpFF: Fluido folicular porcino de bajo peso molecular
BEL-2: Proteina B-cell lymphoma 2

INSR: Receptor de insulina

PVA: Alcohol polivinilico



RESUMEN

La investigacion tuvo como proposito analizar el impacto del factor
de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1) y del beta-mercaptoetanol
(BME) en el proceso de maduracion nuclear in vitro de ovocitos porcinos.
El estudio se desarrolld en la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann, Tacna, Peru, durante el afio 2024.Se recolectaron un total de
156 ovarios de gorrinas, de los cuales se aislaron ovocitos y se
distribuyeron en cuatro tratamientos: T1 (TCM + IGF-1), T2 (TCM + B-ME),
T3 (TCM + IGF-1 + B-ME), y T4 (control, TCM sin adiciones). La maduracion
in vitro se evalué mediante la tincion Hoechst 33342, considerando como
ovocitos maduros aquellos que alcanzaron la metafase Il (MIl). Los
resultados mostraron que tanto el IGF-1 como el B-ME mejoraron
significativamente las tasas de maduracion nuclear, siendo la combinacion
de ambos compuestos la que logré mayor porcentaje de ovocitos en Mll y
menor degeneracion. Estas contribuciones permiten optimizar las técnicas
de reproduccion asistida en porcinos, promoviendo la conservacion
genética y el incremento de la productividad pecuaria. En conclusion, la
utilizacion conjunta de estos factores de crecimiento y antioxidantes
representa una estrategia prometedora para mejorar los indices de

maduracidn en procesos in vitro.

Palabras Clave: beta-mercaptoethanol, biotecnologia reproductiva,

criopreservacion, Maduracion in vitro, ovocitos porcinos, porcicultura.



ABSTRACT

The purpose of this research was to analyze the impact of insulin-like
growth factor 1 (IGF-1) and beta-mercaptoethanol (BME) on the in vitro
nuclear maturation process of porcine oocytes. The study was conducted at
the Jorge Basadre Grohmann National University in Tacna, Peru, during
2024. One hundred and fifty-six pig ovaries were collected, from which
oocytes were isolated and distributed into four treatments: T1 (TCM + IGF-
1), T2 (TCM + B-ME), T3 (TCM + IGF-1 + B-ME), and T4 (control, TCM
without additives). In vitro maturation was assessed using Hoechst 33342
staining, with oocytes reaching metaphase Il (MIl) considered mature. The
results showed that both IGF-1 and B-ME significantly improved nuclear
maturation rates, with the combination of both compounds achieving the
highest percentage of oocytes in MIl and the lowest degeneration. These
contributions allow for the optimization of assisted reproduction techniques
in pigs, promoting genetic conservation and increased livestock productivity.
In conclusion, the combined use of these growth factors and antioxidants
represents a promising strategy for improving maturation rates in in vitro

processes.

Keywords: beta-mercaptoethanol, reproductive biotechnology,

cryopreservation, in vitro maturation, porcine oocytes, pig farming.



INTRODUCCION

El desarrollo ovocitario bajo condiciones de cultivo in vitro de
porcinos es un avance clave en la biotecnologia reproductiva y en la mejora
genética del sector porcino, relevante para la economia peruana. La
recuperacion de ovocitos con niveles o6ptimos de viabilidad permite
optimizar la generacion de nuevos embriones, facilitando su conservacion

y asegurar la sostenibilidad de la industria (Tarazona, 2010).

A pesar de los avances, las tasas de maduracion in vitro en porcinos
aun son bajas, lo que limita el potencial reproductivo de los programas
genéticos (Robledo et al., 2009). En este contexto, la suplementacion de
los medios de maduracion con factores de crecimiento y antioxidantes ha
emergido como una estrategia prometedora para mejorar estos indices. El
IGF-1 (factor de crecimiento similar a la insulina) es una hormona que, de
acuerdo con Yoshioka et al. (2002), favorece la proliferacion celular, la
esteroidogénesis y la maduracion de los ovocitos. En contraste, el beta-
mercaptoetanol, un antioxidante que reduce el estrés oxidativo en el
citoplasma ovocitario, ha demostrado en investigaciones previas
incrementar los niveles de maduracién en diversas especies. (Merlo et al.,
20106).

La metodologia de este estudio consistid en evaluar diferentes
tratamientos que incluyen IGF-1, Beta-mercaptoethanol y su combinacion,
en medios de maduracion de ovocitos porcinos, con el fin de determinar su
efecto en el progreso hacia la fase de Metafase Il. La maduracion nuclear
es crucial, puesto que impacta directamente en la fertilizacion y el desarrollo

embrionario (Cuello et al., 2005).



Este proyecto resulta de gran importancia para el sector porcino, ya
que el perfeccionamiento de la maduracioén in vitro puede incrementar el
rendimiento de programas de reproduccion asistida, promover la
conservacion genética y potenciar la sostenibilidad de la industria. Ademas,
la integracion de estos compuestos en los protocolos de maduracién puede
representar un gran avance para mejorar las tasas de éxito y la calidad de
ovocitos disponibles para tecnologias como la vitrificacion y fertilizacion in

vitro.



CAPIiTULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcién del problema

La importacion de porcinos ha sido clave para el avance de la
porcicultura, fomentando el desarrollo de hembras con fines de produccién
de embriones. Sin embargo, al culminar su etapa reproductiva, estas son
beneficiadas en el camal, lo que implica desaprovechar la oportunidad de
conservar su material genético mediante la vitrificacion de ovocitos, sin
embargo para llegar a esta etapa se requiere mejorar la maduracion de
ovocitos in vitro, ya que algunos autores sustentan que la tasa de
maduracion es baja (Cuello et al., 2005), por ejemplo en caninos es de
2,7 % (Sato et al., 2018), en alpacas 42,22 % (Guillén, 2018), en porcinos
32,1 % (Fernandez et al., 2010) a pesar de hacer una seleccién rigurosa de
complejo cumulos ovocito (COCs) en los laboratorios, menos de la mitad
alcanza a llegar a la maduracion de ovocitos in vitro de porcinos (Robledo
et al., 2009), esto es ocasionado por problemas con el estrés oxidativo que
desencadena en apoptosis de los ovocitos, para dar solucién a este
problema se han usado antioxidantes y factores de crecimiento (Tarazona,
2010).

Es por esto que se ha venido realizando estudios con factores de
crecimiento que inducen el desarrollo de los ovocitos como es el caso del
IGF-1 éste tiene un efecto positivo en la proliferacion de células foliculares,
maduracion del ovocito, la esteroidogénesis y también puede inhibir la

apoptosis en el medio de maduracion (Yoshioka et al., 2002), con el uso de



IGF-1 se logré una maduracion de ovocitos in vitro de 12,2 % en caninos
(Sato et al., 2018), en alpacas 61,81 % (Guillén, 2018), El beta-
mercaptoetanol, antioxidante similar a los alcoholes y fenoles, también se
ha utilizado en cultivos de maduracién para disminuir la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO), ya que éstas son causantes del
estrés oxidativo, sin embargo al agregar beta-mercaptoethanol al medio de
maduracion in vitro en bufalos se llegé al 76 % de maduracién del ovocito
(Pankaj, 2015).

Dado que estudios previos evidencian efectos positivos con la
suplementacién del medio de cultivo con antioxidantes y factores tréficos
para la maduracién ovocitaria en distintas especies, resulta pertinente
evaluar la accién conjunta de un factor de crecimiento y un antioxidante tiol

en la maduracion de ovocitos porcinos.

1.2. Justificacion

Una de las principales fuentes de consumo en el Peru es la carne de
cerdo, este sector ha tenido un crecimiento notorio, ya que en el afo 2011
el consumo per capita anual era de 3,2 kilos, sin embargo en el 2023 el
consumo per capita anual fue de 10,2 kilos demostrando un incremento
exponencial, dado que sigue creciendo hasta un 4 % de produccion en la
actualidad a diferencia de los otros rubros que han decaido hasta un -2 %
(MIDAGRI, 2024).

Del mismo modo en la region de Tacna se ha visibilizado el
crecimiento de la poblacion de porcinos, ya que en el afio 2021 se reporto

36 629 unidades de porcinos la cual fue aumentando para el afo 2023



llegando a tener un total de 49 999 porcinos, esta cifra sigue aumentando
hasta un 3,2 % en la actualidad (INEI, 2024).

El uso de la biotecnologia y la genética ha impulsado el crecimiento
de la porcicultura, aumentando los ingresos de los productores. Estas
técnicas permiten obtener animales de alto valor genético y realizar cruces
selectivos entre hembras con rasgos deseables y machos de élite. A la vez,
se preservan las razas mediante la vitrificacion de ovocitos y embriones
seleccionados en laboratorio, libres de enfermedades, (Cuello et al., 2005),
cabe resaltar que las casas genéticas porcinas en Peru importan porcinos
vivos del extranjero generando mayores costos (PIC PERU, 2021), con
riesgo de perder al reproductor importado en el trayecto del viaje, incluso
pueden ser medio de transporte de enfermedades, es por esto que se
busca preservar la raza mediante la vitrificacidn, pero para llegar a esto se

debe lograr altas tasas de maduracion en ovocitos (Nohales, 2018).

El principal interés de realizar esta investigacién es lograr mayores
tasas de maduracién de ovocitos porcinos con la adicién de IGF-1y el beta-
mercaptoethanol, siendo esta una posible soluciéon para generar ovocitos
madurados aptos para bancos de recursos genéticos permitiendo mantener
la variabilidad genética de las diferentes razas de la especie representando

un seguro de vida para la especie. (Gonzales & Gonzales 2005).

Los resultados obtenidos con este trabajo servirdn como aporte para
futuras investigaciones en la produccion in vitro, ya que la biotecnologia en
porcinos en el Peru es un tema muy poco investigado, cabe mencionar que
en nuestro pais no se ha reportado ninguna investigacion del antioxidante
beta-mercaptoethanol en maduracion in vitro, mientras que el IGF-1 sdlo se

ha usado para la maduracion de ovocitos de alpacas.



1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del IGF-1 y beta-mercaptoethanol en la maduracion

in vitro en ovocito de porcino, Tacna - 2024.

1.3.2. Objetivos especificos

a) Determinar el efecto del IGF- 1 en la maduracion nuclear in vitro en
ovocitos de porcinos, Tacna - 2024.

b) Determinar el efecto del beta-mercaptoethanol en la maduracion
nuclear in vitro en ovocitos de porcinos, Tacna - 2024.

c) Determinar el efecto de la combinacion del IGF-1 y beta-
mercaptoethanol en la maduracion nuclear in vitro en ovocitos de

porcinos, Tacna - 2024.
1.4. Hipotesis

Hipétesis nula (H,): La adicion de IGF-1 y beta-mercaptoethanol no
tiene efectos significativos en la maduracion nuclear in vitro de ovocitos de

porcino.

Hipoétesis alternativa (H,): La adicion de IGF-1 y beta-
mercaptoethanol tiene efectos positivos y significativos en la maduracion

nuclear in vitro de ovocitos de porcino.



CAPITULOII

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes
2.1.1. A nivel internacional

Pereira et al. (2019) demostraron que el uso de IGF-1 y glutatién en
el cultivo de ovocitos de cerdo afecta su capacidad de desarrollo post-
vitrificacion. El estudio destaca cambios en la expresidén génica vinculada a
la apoptosis y al equilibrio redox, factores determinantes para la calidad del
gameto madurado artificialmente. Aunque 100 ng/mL de IGF-1 no mejord
la maduracion, si aumentd la supervivencia tras la vitrificacion y
calentamiento, indicando un posible efecto protector frente al estrés térmico
Van et al. (2009) investigaron el papel del IGF-1 en la maduracion in vitro
de ovocitos y demostraron que este factor estimula rutas intracelulares
como PI3K/Akt y MAPK, estas vias, vinculadas a la regulacion del ciclo
celular, impulsan la maduracién nuclear y facilitan que los ovocitos pasen

de estados inmaduros a etapas tempranas del proceso meidtico..

De igual manera, Sato et al. (2018) evaluaron diferentes
concentraciones de IGF-1 en la maduracion nuclear de ovocitos caninos, y
determinaron los niveles de expresion de los genes INSR, IGF-1R e IGF-
2R, presentes tanto en los ovocitos como en las células que conforman el
cumulo. Encontraron que 50 ug/mL de IGF-1 incrementé significativamente
la tasa de ovocitos en metafase Il, y que la concentracion de IGF-1R en las
células del cumulo se incrementé tras el proceso de maduracion in vitro
(MIV), igualmente, Guilherme et al. (2013) estudiaron el efecto del IGF-1 (0,



60, 120, 180 y 240 ng/mL) junto al liquido folicular (SpFF y LpFF) durante
la maduracion in vitro de ovocitos porcinos. La adicion de IGF-1 al medio
suplementado con SpFF aumenté la maduracion nuclear y mejord los
resultados de la fertilizacién in vitro, siendo las concentraciones de 122 y

179 ng/mL las mas efectivas.

Rodriguez et al. (2021) encontraron que el IGF-1 mejora la
expansion del cumulo y la progresiéon meiotica en ovocitos bovinos, sobre
todo cuando se combina con FSH y EGF, aumentando los que llegan a
metafase II. Este efecto confirma su accién conjunta con otras hormonas
reproductivas. Por su parte, Tiwari et al. (2017) reportaron que el IGF-1
favorece la maduracion nuclear de ovocitos porcinos, aunque sin
significancia estadistica, posiblemente por la concentracién empleada o la

falta de condiciones complementarias.

En otra investigacion, Nogueira et al. (2019) evaluaron ovocitos
caprinos y encontraron que el IGF-1 mejoré la expresion de genes
antiapoptéticos (BCL2) y disminuyo los niveles de caspasa-3, sugiriendo un
papel protector del IGF-1 en la calidad ovocitaria durante la maduracion in
vitro, ademas, Wu et al. (2020), en ovocitos de raton, concluyeron que el
IGF-1 promueve la maduracion nuclear al activar las vias PI3K/AKT y
ERK1/2, mejorando la tasa de MIl y la calidad citoplasmatica. Estos
resultados muestran que el efecto del IGF-1 es conservado en diversas
especies, finalmente, Cao et al. (2022) sehalaron que, aunque el IGF-1
tiene efectos positivos en la maduracion in vitro, su concentracion debe ser
cuidadosamente ajustada, ya que concentraciones elevadas pueden

inducir estrés oxidativo, comprometiendo la viabilidad del ovocito.



Diversos estudios han evaluado el efecto de compuestos
antioxidantes como el B-mercaptoetanol (3-ME) sobre la maduracion in vitro
(MIV) de ovocitos en especies animales. En equinos, Merlo et al. (2016)
investigaron la adicion de B-ME en concentraciones de 0,1 y 0,7 mM
durante la maduracion de ovocitos. Los investigadores no observaron
variaciones estadisticamente relevantes, concluyendo que la inclusion de

B-ME no afecta la maduracion citoplasmatica de los ovocitos equinos.

Por su parte, Kobayashi et al. (2006) evaluaron la incorporacion de
100 uM de cisteamina (Cys) y 100 uM de B-ME en un medio de maduracion
definido de ovocitos porcinos. Si bien no observaron diferencias en las
tasas de maduracion nuclear (Cys: 96 %; B-ME: 98 %) respecto al grupo
control, si se reportaron mejores resultados en el desarrollo embrionario
posterior, con una formacion de blastocistos del 46 % para Cys y del 32 %
para B-ME, comparado con el grupo madurado con PVA. Estos resultados
sugieren que tanto Cys como B-ME pueden mejorar la competencia de
desarrollo embrionario tras la inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSl), del mismo modo Sanchez et al. (2011) analizaron
la influencia del B-mercaptoetanol en la maduracidon ovocitaria porcina in
vitro. Los autores reportaron que la incorporaciéon de este compuesto
antioxidante contribuyé a mejorar las condiciones celulares del cultivo,
favoreciendo la calidad ovocitaria y reduciendo los procesos asociados al

estrés oxidativo.

Otros autores también han documentado efectos positivos del B-ME
en ovocitos porcinos. Abeydeera et al. (1998) demostraron que la adicion
de B-ME durante la maduracion incrementa el contenido intracelular de

glutation, lo cual esta asociado a una mayor tasa de desarrollo a blastocisto



tras la fecundacion in vitro. Tras la fecundacion in vitro, se evaluo el efecto
del B-ME en el proceso de fertilizacion, encontrando que su presencia
favorece la penetracion espermatica y el desarrollo temprano de los
embriones (Funahashi & Sano, 2005).

En un estudio mas reciente, Qi et al. (2022) observaron que el 3-ME
favorece la maduracidn ovocitaria al mantener la homeostasis de la
autofagia, lo que resalta su funcion como modulador celular en condiciones
de cultivo in vitro. De igual forma, Tao et al. (2004) analizaron como el 3-
ME influye en la accién del 6xido nitrico en ovocitos porcinos, concluyendo
que su presencia puede modificar el comportamiento bioquimico de los

ovocitos en distintos modelos de cultivo.

2.1.2. A nivel nacional

Guillén (2018) demostré6 que el factor de crecimiento similar
insulinico tipo (IGF-1) a una concentracion de 10 ng/ml, alcanzando una
efectividad del 61,81% en el desarrollo ovocitario extracorporeo de alpacas;
por el contrario, el empleo del factor de crecimiento epidérmico (EGF), a
concentracion de 50 ng/ml llego a tener una tasa de 52,28 %, finalmente el
autor llego a la conclusion de que el IGF-1 tiene mejor efecto frente al EGF,
esto sobre la maduracion in vitro del ovocito de alpaca. Por otro lado,
(Huanca & Huanca, 2022) evaluaron la influencia de los factores
embriotroficos EGF e IGF-1 y distintos niveles de oxigeno en el desarrollo
in vitro de ovocitos de alpaca hasta alcanzar la fase de blastocisto. Los
resultados indicaron que la adicion de IGF-1 bajo una tension de oxigeno
del 6%, favorecié significativamente la produccién de blastocistos,

alcanzando una tasa del 18,4%, lo que indica que el IGF-1, bajo
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condiciones de oxigenacion reducida, favorece el desarrollo embrionario in

vitro en esta especie.

Cabe resaltar que en un estudio sobre la relacion del IGF-1 con la
gestacion en marranas, Piscoya (2024) destaco la importancia de los
niveles de energia metabdlica y su asociacién con la produccion de IGF-1.
Se observo que una alimentacion adecuada antes del apareamiento influye
en la produccion de IGF-1, lo que a su vez repercute en el tamafo de la
camada. Aunque el estudio se centrd en la gestacion, resalta la relevancia

del IGF-1 en la reproduccion porcina.

En otro estudio, Guillén (2017) analiz6 el impacto de determinados
factores de crecimiento en la maduracién de ovocitos de alpaca,
encontrandose que la suplementacion del medio in vitro con IGF-1 a una
concentracion de 10 ng/ml permitié alcanzar una tasa de maduracién del
61,81 % mientras que a 50 ng/ml fue del 50,28%. Estos hallazgos sugieren
que concentraciones mas bajas de IGF-1 pueden ser mas efectivas en la

maduracion in vitro de ovocitos de alpaca.

2.2. Base teorica
2.2.1. Fisiologia de la reproduccion porcina
2.2.1.1. El ovocito

Se define al ovocito como la unidad reproductiva femenina que se
desarrolla en los foliculos ovaricos, al madurar, se convierte en |la base para
la formacion del cigoto mediante la unidén con el espermatozoide (Byskov &
Nielsen, 2003). Durante el desarrollo fetal se van formando los ovocitos,

estos se encuentran dentro de los foliculos primordiales (Rodriguez, 2013).
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La cantidad de foliculos primordiales en la especie porcina al nacimiento se
ha estimado en cientos de miles por ovario, aunque esta cifra puede variar

segun la metodologia y la fuente (Moor et al., 1990).

2.2.1.2. Crecimiento del foliculo y el ovocito

Desde el instante en que sale de la reserva de foliculos generados
durante la ovogénesis, hasta que es liberado mediante la ovulacion o sufre
atresia (Abramovich et al., 2014).

Durante la vida fetal se forma el foliculo primordial, compuesto por
un ovocito rodeado de células planas que luego se vuelven cubicas y crean
varias capas. Estas células, llamadas pre-granulosa, transforman el foliculo
en primario, inhibiendo la meiosis del ovocito y favoreciendo la mitosis, lo
que incrementa su tamafio (Palma, 2007). El ovocito, en asociacion con las
células de la pre-granulosa, constituye microentornos foliculares donde
tiene lugar el deposito de una sustancia que, posteriormente, sera
denominada zona pelucida (Moor et al., 1990).

Cuando el foliculo primario pasa a secundario, se forma la zona
pelucida, que protege al ovocito y al futuro embrién (Van den Hurk & Zhao,
2005). En esta fase, las células de la pre-granulosa se transforman en
granulosa, incrementando su numero y organizandose en estructuras como

el cumulo y la teca (Abramovich et al., 2014).

La FSH estimula una mayor proliferacién de las células de la
granulosa, lo que genera la aparicion de espacios que se llenan de fluido
folicular. A medida que aumenta el volumen de este fluido, los espacios
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confluyen y forman el antro, dando lugar a la cavidad antral (Motlik et al.,
1984).

Tras la aparicidon del antro folicular, el foliculo secundario evoluciona
a la etapa de foliculo terciario o de Graaf, caracterizado por un rapido
crecimiento. En este estadio, el ovocito se situa en un extremo, envuelto
por una capa de ceélulas de la granulosa, cuya disposicién da lugar al
complejo cumulo-ovocito, cuya funcion es protegerlo y sostenerlo (Hafez &
Hafez, 2002).

En este estado, el ovocito completa la primera divisidn meidtica v,
tras la ovulacidn, permanece detenido en metafase I, aun rodeado por las
células del cumulus (Buccione et al., 1990). El reinicio de la segunda
meiosis ocurre unicamente después de la penetraciéon del espermatozoide,
con el objetivo de alcanzar el numero haploide de cromosomas y fusionarse
con el material genético paterno, lo que dara inicio al desarrollo de un nuevo

individuo (Tarazona, 2010).

2.2.1.3. Maduracion del ovocito

La maduracion del ovocito implica cambios en el citoplasma y nucleo
que permiten la fecundacion y el desarrollo embrionario (Hafez & Hafez,
2002). Este proceso es inducido por el aumento preovulatorio de
gonadotropinas, donde Ila LH provoca modificaciones en Ila
esteroidogénesis y en el complejo cumulo-ovocito (Senger, 1999). EI AMPc
es clave en la maduracién nuclear, pues su incremento reinicia la meiosis.
Aunque mantiene el arresto meidtico al transferirse al ovocito desde las
células de la granulosa, su concentracion aumenta con la accion de la LH,

lo que reactiva la meiosis (Gilula et al., 1978).
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Para que se produzca la maduracion del ovocito debe de haber
maduracion nuclear y maduracion citoplasmatica (Hafez & Hafez, 2002).

Maduracion nuclear: Empieza desde el primer arresto nuclear
hasta el segundo arresto, es decir, en este periodo se va desarrollando la
primera metafase de la meiosis, seguida de la formacidn del primer cuerpo
polar, dando lugar a la segunda metafase y su posterior arresto mei6tico
(Richard, 2007).

En las hembras al nacimiento tienen sus ovocitos en la profase | una
vez que las hembras entran en la pubertad por pico de la LH se reactiva la
meiosis (Mermillod et al., 1999), para alcanzar la metafase Il los
cromosomas se condensan, una vez terminada la profase | hay “rotura de
la vesicula germinal” para asi llegar a la metafase | donde los cromosomas
se encuentran unidos por los extremos, mientras que en la anafase | los
cromosomas se distancian con direccién a su respectivo polo, en la telofase
los cromosomas ya llegan a los polos, luego de esto el ovocito se encarga
de expulsar el primer cuerpo polar, para luego continuar con la meiosis Il
pero, solo llegara hasta metafase Il porque hay un segundo arresto
meidtico, ocurre la ovulacion, y con el espermatozoide es que se reanuda

la meiosis Il (Betancourt et al., 2003).

Maduracion citoplasmatica: Durante esta etapa, el ovocito se
prepara para albergar al embrién mediante la sintesis y almacenamiento de
macromoléculas. A diferencia de las células somaticas que se dividen, el
ovocito permanece en arresto nuclear y no avanza a la metafase desde G2
(Colazo & Mapletoft, 2017). Las células foliculares le brindan apoyo
metabdlico para mantener este estado (Thibault et al., 1987). En el

citoplasma, las mitocondrias y granulos corticales experimentan una
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redistribucién especifica durante la maduracion. Tras la ruptura de la
vesicula germinal, las mitocondrias se concentran en la regién perinuclear
(Moor et al., 1990), mientras que los granulos corticales migran hacia la
periferia para formar una monocapa que evita la polispermia (Cran &
Cheng, 1986).

2.2.1.4. Ovulacién

La ovulacién se produce cuando el foliculo maduro se rompe debido
al deterioro de su pared celular, liberando el évulo (Marinone et al., 2018).
La accidn de proteasas generadas por las células de la granulosa degrada
la pared y la membrana basal, lo que elimina las uniones celulares y deja
al ovocito en contacto con el cumulo ovigero. La expulsion del complejo
ovocito ocurre por la ruptura del foliculo y el aumento de la presion interna
(Griffin & Ojeda, 2000).

Por otro lado, en cada estro la cerda produce hasta 25 évulos, pero
un promedio normal vendria a ser alrededor de 16 a 20 d4vulos, sin
embargo, de esta cantidad la hembra sélo alcanza a parir entre 10 a 12
lechones porque no todos los 6vulos llegan a ser fecundados (Moor et al.,
1990).

Si el celo dura 48 h, la ovulacion ocurrira entre 18 y 36 horas después
de su iniciacion, en los celos que duran 62 horas, tiene lugar a las 54 horas,
en promedio la ovulacién es tipo espontanea y se produce 36 horas
después de comenzar el celo, todo este proceso ovulatorio suele durar 2
horas en promedio (Pinheiro, 1973).
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El 6vulo se expulsa acompafado de las células de la granulosa,
llamadas corona radiada. La ovulacién depende del pico de LH, estimulado
por altos niveles de estrégenos. Esta hormona genera una reaccion
inflamatoria en granulosa y teca, donde se produce edema y separacién de
fibras colagenas (Filipiak et al., 2016). El estrégeno también regula la
produccion hipotalamica de LH. Antes de la ovulacién, tanto LH como FSH

aumentan, causando la rapida expansion del foliculo (Hall & Guyton, 2016).

La LH induce la luteinizacién de las células foliculares (teca y
granulosa), convirtiéndolas en las principales fuentes de progesterona. Asi,
la ovulacion ocurre gracias al rapido crecimiento del foliculo, la reduccion
del estrégeno y el inicio de la secrecidn de progesterona, todos ellos
regulados por el pico de LH (Hall & Guyton, 2016).

La elevada produccion de LH por la adenohipdfisis estimula la
sintesis de hormonas esteroideas foliculares que contienen progesterona
para luego dar paso a dos cosas sumamente importantes para la ovulacion
(Filipiak et al., 2016). La teca externa libera enzimas proteoliticas
provenientes de lisosomas, encargadas de degradar la pared de la capsula
folicular y de provocar la hinchazén del foliculo, y degenerando el estigma
(Espey, 1974), mientras tanto aumenta de forma acelerada el tamafo de
los vasos sanguineos de la pared folicular, de igual forma se van
secretando las prostaglandinas que se encargaran de la vasodilatacién en
los tejidos foliculares, esto hace que dentro del foliculo haya produccion del
plasma ocasionando la hinchazoén del foliculo (Hall & Guyton, 2016).

Entonces para que se presente la ovulacién se necesita de la

degeneracion del estigma y la tumefaccion del foliculo para generar la
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rotura del foliculo (Griffin & Ojeda, 2000) y seguidamente la expulsion del
ovocito (Marinone et al., 2018).

2.2.2. Maduracion in vitro

La técnica de maduracion in vitro se aplica en laboratorio a ovocitos
inmaduros, tanto nuclear como citoplasmaticamente (Herrera & Jara,
2009). Estos se colocan en medios de maduracion hasta alcanzar la
metafase Il, fase en la que el citoplasma adquiere la competencia necesaria

para la fertilizacién y la embriogénesis temprana. (Abeydeera et al., 2000).

Tanto la maduracion citoplasmatica como nuclear no ocurren al
mismo tiempo, sin embargo para que sincronicen estos procesos se hace
uso de suplementos en los medios de cultivo de MIV como el inhibidor de
sintesis proteica como cicloheximida, con la adicion de este suplemento se
retrasa la maduracion nuclear para sincronizar con la maduracion
citoplasmatica, asimismo, contribuye a que los ovocitos alcancen con éxito

la etapa de blastocisto tras la fecundacion. (Ye et al., 2005).

Para lograr la MIV de ovocitos porcinos se utilizan medios de cultivo
a base de suero fetal bovino (SFB) y fluido folicular porcino (FFp) como:
medio de cultivo celular TCM-199, una variante modificada de la solucion
Tyrode enriquecida con lactato y piruvato. (Petters & Wells, 1993).

El tiempo de maduracion in vitro del ovocito porcino varia entre 36 y
48 horas, Yamauchi et al. (1996) sefalan que lo ideal es entre 42 y 44
horas, en cuanto a la temperatura para la incubacion se utiliza como
referencia la temperatura corporal del porcino que viene a ser 39°C,
Kobayashi et al. (2006) utilizé 39,8 °C, (Zheng & Sirard, 1992) 39 °C, Chong
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et al., (2018) 38.5 °C; por otro lado, la humedad es de 99 % y el CO2 es de
5 % (Kobayashi et al., 2006; Chong et al., 2018; Lino et al., 2021).

2.2.2.1. Método de recuperacion de los ovocitos
Aspiracion folicular

Bustamante (2008) menciona que para la practica de este método
s6lo se puede punzar foliculos antrales que sobrepasen los 3 mm, estos se
alcanzan a ver en la superficie ovarica de hembras adultas; la desventaja
es la pérdida de células del cumulos que ocurre durante el procedimiento,

por esto que los COC recuperados son menores que en otras técnicas.

Diseccion folicular

Mediante esta técnica, se recupera una gran cantidad de complejos
cumulo-ovocito (COC) por ovario. Sin embargo, la poblacién ovocitaria
presenta una notable heterogeneidad, lo que exige una seleccion rigurosa
de los COC. A pesar de ello, es el método mas empleado para extraer
ovocitos de ovarios de hembras prepuberes, dado que el tamafio reducido

de los foliculos dificulta el uso de la puncién (Fernandez et al., 2010).

Slicing (cortes de la superficie ovarica)

En caprinos, Romaguera et al. (2010) identificaron que la recoleccion
de ovocitos por medio del fraccionamiento tisular del ovario (slicing)., en
comparacién con la aspiracion folicular, reduce de manera significativa los
niveles de apoptosis tanto en fases tempranas como en fases tardias en
los COC inmaduros. Asimismo, Martino et al. (1994) sefalaron que La

técnica de slicing optimiza el rendimiento de la recoleccién, permitiendo
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recuperar un volumen superior de ovocitos por ovario en comparacion con

las técnicas de diseccion o aspiracion.

2.2.2.2. "Parametros de evaluacién para la clasificacion de los

complejos cumulos-ovocito (COCs)."

La seleccion adecuada de los COCs es fundamental para la
maduracion de los ovocitos. Los ovocitos se categorizan en funcion de la
densidad de su cumulus ooforo; el grado A se asigna a aquellos con mas
de tres estratos celulares, presencia de pedunculo y un citoplasma de
apariencia uniforme; B, dos o tres capas sin pedunculo pero con citoplasma
homogéneo y cumulos compactos; C, desnudos con citoplasma
heterogéneo; y D, con cumulo expandido (Lonergan & Fair, 2008).

Segun Nagashima et al. (1996), la apariencia del citoplasma del
ovocito, que puede ser uniforme o variado, juega un papel importante en la
seleccion de los COCs. Su estudio demostré que, tras la inyeccion subzonal
de espermatozoides, los blastocistos mostraron un desarrollo preferente

cuando el citoplasma era heterogéneo en comparacién con el homogéneo.

Los ovocitos con membrana citoplasmatica lisada no son aptos, ya
que estan alterados, por tal, son eliminados (Nohalez, 2018). Para la MIV
se seleccionan cumulos intactos, rodeando completamente al ovocito
(Lorenzo et al., 2019).

2.2.2.3. Medios de maduracién

Para llevar a cabo la maduraciéon in vitro, se han implementado

multiples sistemas de cultivo, entre los que figuran el Ham's F-10, Ham's F-
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12, NCSU-37 y el Krebs Ringer Bicarbonato modificado, ademas del TCM-
199, Tyrodes y Waymouth MB752/1 (Guillén, 2018). En porcinos se
emplean Whitten’s, KRB y NCSU (Funahashi et al., 1997) . Entre los medios
mas avanzados destacan TCM-199 y Waymouth (Zheng & Sirard, 1992).

En porcinos se ha utilizado el medio de maduracion NCSU-37 El
medio NCSU-37 (North Carolina State University-37) se utiliza ampliamente
en la maduracion in vitro de ovocitos porcinos debido a su composicion
especifica, principalmente por cloruro de sodio (108,73 mM) y bicarbonato
de sodio (25,07 mM) para el control osmético y del pH. Se anadieron
fuentes energéticas como glucosa (5,55 mM) y D-sorbitol (12,00 mM),
ademas de suplementos antibioticos (Penicilina G y Estreptomicina) para

garantizar la esterilidad del proceso de maduracién (Yoshida et al., 1990).

La suplementacion del medio incluyd precursores antioxidantes
como la cisteina y el beta-mercaptoetanol, junto con insulina y el modulador
dibutiril cAMP. El soporte biolégico y hormonal se completé mediante la
adicion de fluido folicular de origen porcino, ademas de las gonadotropinas
PMSG y hCG, lo que potencia la maduracién ovocitaria (Funahashi & Day,
1997). EI NCSU-37 ha mostrado mayor efectividad que otros medios, con
tasas de maduracion nuclear del 85,9% y formacion de cuerpos polares del
81,9%, superando al NCSU-23 y a medios con EGF (Pyoos et al., 2018).
Su formulacién proporciona condiciones ideales para el desarrollo nuclear
y citoplasmatico, mejorando la fertilizacion y el desarrollo embrionario.
Ademas, la inclusion de 10% de fluido folicular porcino (PFF) incrementa la
penetracion espermatica y estimula la maduracion ovocitaria (Yoshida et
al., 1990).
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Incluso se ha utilizado para la MIV de ovocitos de bovinos el
Minitube® (MMO Minitube®), este medio se prepara 2 horas antes de la
aspiraciéon, con 9 mL de la solucion stock de Minitube MMO 19990/0010®
mas la adicion de 1 mL de Suero de Vaca en Celo, 100 pl de FSH y 50 pl
de LH. Para llevar a cabo la maduracion, se colocan 50 pl de medio de
cultivo cubiertos con aceite mineral en una placa Petri, seguidamente se
coloca en incubadora con 5 % de CO2 y 38,5 °C de temperatura, una vez
seleccionados los ovocitos son agregados donde corresponde:, 1 ovocito
por 10ul de MMO Minitube, finalmente se vuelve a colocar en la incubadora
por un periodo de 24 horas, 5 % CO2, temperatura de 38,5 °C y humedad
95 % donde se dara lugar a la maduracion in vitro, sin embargo el
porcentaje de maduracién que obtuvo fue de 75,55 % mientras que TCM-
199 Parker fue de 87,13 % (Lino et al., 2021).

El TCM-199 (Medio de cultivo celular)

El Tissue Culture Medium (TCM) es un medio de cultivo
ampliamente utilizado en biotecnologia reproductiva para el cultivo y
maduracion de células, incluidos ovocitos y embriones. Este medio
contiene una mezcla equilibrada de nutrientes esenciales, como sales,
vitaminas, aminoacidos y fuentes de energia como glucosa y piruvato
(Baker & Anderson 2005). Ademas, se puede complementar con factores
adicionales, como suero fetal bovino (SFB), hormonas (FSH, LH),
antioxidantes y antibioticos, para optimizar las condiciones de crecimiento
celular y prevenir contaminaciones (Garrido & Fernandez 2010). La
composicion exacta del TCM puede ajustarse segun las necesidades del
experimento, proporcionando un entorno adecuado para mantener la

viabilidad y funcionalidad de las células cultivadas (Senger, 1999).
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El TCM-199 modificado (Sigma) se usa para madurar ovocitos
porcinos, suplementado con glucosa, piruvato de sodio, cistina, EGF vy
kanamicina para energia, metabolismo, sintesis proteica, calidad ovocitaria
y prevencién de contaminacién (Garrido & Fernandez 2010). Los AOC se
lavan, seleccionan y cultivan en placas de 4 pocillos con 500 pl de medio
MIV a 39.8°C, humedad saturada y 5 % CO,. Se incuban 22-24 h con
PMSG y hCG, luego se lavan y continuan 19-22 h en medio sin hormonas
(Kobayashi et al., 2006).

Chong et al. (2018) utilizaron TCM-199 con bicarbonato, sales de
Earle, PVA (0,1 %), cisteina (0,57 mM), glucosa (3,05 mM), piruvato de
sodio (0,91 mM) y EGF de glandula submaxilar de raton (10 ng/mL). En
gotas de 500 pL se colocaron 30-35 ovocitos junto con FSH y LH porcinas
(0,5 pg/mL), incubados 48 h a 38,5 °C, 5 % CO, y humedad saturada.

Un estudio emple6 TCM-199 como base de maduracion,
complementado con 10 % de SFB inactivado, piruvato (0,3 mM), glucosa
(1 mM), penicilina (100 Ul/mL) y estreptomicina (100 mg/mL). EI medio fue
esterilizado con filtros Millipore de 0,22 mm y equilibrado 24 h antes de su
uso. Las condiciones de cultivo consistieron en un periodo de incubacion
de 22 horas a 38,5 °C, bajo condiciones de humedad constante
(saturacion), manteniendo los niveles de didxido de carbono fijos en un 5%.
(Wen et al. 2020).

En un estudio con ovocitos ovinos se utiliz6 TCM-199 suplementado
con SFB (10 %), penicilina (100 Ul/mL), piruvato (0,3 mM), glucosa (1 mM),
estreptomicina (100 mg/mL) y distintas concentraciones de FSH y LH. El
medio se aplicé una capa de aceite mineral para cubrir las gotas de cultivo,
El proceso de incubacion se extendio por 22 horas, asegurando un entorno
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térmico de 38,5 °C y una atmdsfera controlada con una concentracion de
dioéxido de carbono al 5 %. (Gordon, 2003).

Un estudio sobre ovocitos ovinos emple6 TCM-199 con 10 % de
SFB, piruvato (0,3 mM), glucosa (1 mM), penicilina (100 Ul/mL) y
estreptomicina (100 mg/mL), suplementado con FSH y LH en diferentes
concentraciones y cubierto con aceite mineral. Se mantuvo la homeostasis
del cultivo durante un periodo de 22 horas, empleando una atmédsfera
saturada de humedad y una concentracién controlada de CO, al 5 %., a
38,5 °C. La mejor concentracion fue 2.5 mg/L de FSH, con 45,4 % de MIV,
aunque se registraron numerosos ovocitos degenerados y baja
maduracion, recomendandose el uso de factores de crecimiento (Cognié et
al., 2004).

2.2.3. Antioxidantes de la produccién in vitro

Los espermatozoides y ovocitos cuentan con defensas antioxidantes
naturales contra las especies reactivas de oxigeno (ERO) (Du Plessis et al.,
2008). Sin embargo, los medios de cultivo embrionario in vitro generan gran
cantidad de EROs (Romero et al., 2008). Para reducirlos, se emplean
antioxidantes como albumina y acido ascorbico, que mejoran la produccion
de blastocistos (Vasquez et al., 2014). El acido ascorbico neutraliza
radicales acuosos, al igual que el beta-mercaptoetanol (Feugang et al.,
2004). También se ha usado extracto de té verde en ovocitos madurados

in vitro, aumentando la tasa de blastocistos (Wang et al., 2007).

La evidencia cientifica sugiere que suplementar los medios de
produccion in vitro con antioxidantes contrarresta el dano oxidativo, al

disminuir las EROs, lo que mejora la maduracién citoplasmatica, eleva los
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niveles de GSH y aumenta la supervivencia de blastocistos en bovinos
(Zhao et al., 2018).

Beta-mercaptoethanol (B-ME )

El Beta-mercaptoethanol es un antioxidante que pertenece al grupo
tiol, las proteinas que contiene son pieza clave en el estrés oxidativo (Matos
& Furnus, 2000) para reducir el envejecimiento del ovocito y el desgaste del
citoplasma (Gupta et al., 2010).

Gupta et al. (2010) comprobd que bajo la suplementacion de este
antioxidante se logra obtener un mayor desarrollo post fecundacién in vitro.
Asimismo, Hashen et al. (2006) demostr6 que el uso del beta-
mercaptoethanol protege al embrion del estrés oxidativo y promueve el

desarrollo antes de la implantacion de embriones.

Choe et al. (2010) sefalaron que el uso de B-mercaptoetanol en
ovocitos porcinos incrementa la sintesis de glutation, mejorando la
maduracion citoplasmatica y el desarrollo embrionario. Abeydeera et al.
(1998) obtuvieron resultados similares al emplear este tiol en medios con
cisteina, elevando la GSH y favoreciendo el desarrollo embrionario. Panka
et al. (2015) confirmaron estos hallazgos en ovocitos de bufala, donde el
antioxidante aumenté la GSH, promovio la maduracion mei6tica y protegio

contra el dafio oxidativo.

Merlo et al. (2016) encontraron que el B-mercaptoetanol no fue eficaz
en la MIV de ovocitos ni en el desarrollo embrionario temprano de equinos,
incluso a concentraciones de 0,1 y 0,7 mM. Por el contrario, Kobayashi et

al. (2006) demostraron que tanto la cisteamina como el B-mercaptoetanol
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(100 mM) en medios de maduracion de ovocitos porcinos favorecen la
formacion de blastocistos.

2.2.4. Factores de crecimiento y uso en la produccién in vitro.

Los factores de crecimiento son clave en la maduracion in vitro de células
reproductivas. EI PDGF vy el IGF-I favorecen la viabilidad y maduracion en
cabras (Zhang et al., 2008). El IGF-Il aumenta la fertilizacion en ovocitos
porcinos, y el EGF optimiza la maduracion en bovinos y porcinos,
promoviendo un mejor desarrollo embrionario (Funahashi et al., 1997;
Romero et al., 2008).

Factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-I)

El IGF-I promueve el crecimiento y multiplicacion celular (Hafez &
Hafez, 2002). Se produce principalmente en el higado, aunque también en
el hipotalamo, ovarios, oviductos y utero (Sienes et al., 2022). Su sintesis
se relaciona con el foliculo dominante y las células de la teca (Ginther et
al., 1996; 2001), estimulada por el aumento de LH tras la caida de FSH.
Los receptores de IGF-I en células de la granulosa explican su accion sobre
la divisién celular. Ademas, el IGF-I contribuye a un ambiente favorable en
el oviducto, promoviendo la secrecion de proteinas que facilitan la
fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano (Lenz et al., 2007)

El IGF-I es fundamental debido a su efecto positivo en las células
ovaricas, ya que estimula la esteroidogénesis, la proliferacion celular y
promueve el desarrollo del ovocito (Lenz et al., 2007). Ademas, se ha
relacionado con el desarrollo del blastocisto y la supervivencia del embridn

(Kocyigit & Cevik, 2015; Lenz et al., 2007). Las investigaciones también han
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demostrado que la adicién de IGF-I en medios de maduracién contribuye a
obtener altas tasas de supervivencia de los ovocitos, o que a su vez mejora
los porcentajes de prefiez tras la transferencia embrionaria (Block &
Hansen, 2007).

Segun Pereira et al. (2019), la adicion de 100 ng de IGF-I mejora la
supervivencia de ovocitos porcinos vitrificados. Guillén (2018) determino
que el IGF-I supera al EGF en la maduracién y desarrollo embrionario in
vitro de alpacas, recomendando 50 ng/ml como concentracién ideal para
MIV y FIV.

Igualmente, Guilherme et al. (2013) lleg6 a la conclusion de que al
agregar el IGF-I junto al SF a la maduracion in vitro y la fertilizacion in vitro
trae consigo mayor tasa de maduracion y con el uso de ambos se pueden

obtener buenos resultados para la FIV.

Efecto del factor de crecimiento epidermal (EGF)

"El EGF se aplica en medios de maduracién ovocitaria y ha mostrado
efectos positivos (Esquirol & Herrero, 2017). En la MIV, actia como un
catalizador para la reanudacién de la meiosis (identificada por la ruptura de
la vesicula germinal), la expansion del cumulo y la progresion de la

maduracion del nucleo (Salgado & Vergara, 2013).

Ademas, se ha observado que el EGF reduce la poliespermia,
favorece la penetraciéon monoespérmica, facilita la formacion del pronucleo
masculino tras la penetracion espermatica, y estimula tanto la division

celular como el desarrollo embrionario (Kenkistepe et al., 1995).
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2.2.5. Tincién

En el trabajo de Aponte et al. (2010) se evalué la progresion de la
meiosis en ovocitos bovinos. Para ello, los complejos cumulo-ovocito
(COC) fueron desprovistos de células mediante tratamiento con
hialuronidasa (1 mg/ml, p/v) durante 2 minutos. Se utilizé una solucién de 1
pg/ml (p/v) de Hoechst 33342 (Sigma) para tefir los ovocitos y proceder
con su evaluacion nuclear que tuvo una duracion de 10 minutos. y se

examinaron bajo un microscopio invertido de fluorescencia.

Del mismo modo procedié Do et al. (2015) observaron a través de
microscopia de fluorescencia las diferentes fases de la maduracion nuclear
del ovocito de porcinos peripuberales para esto primero desnudaron los
ovocitos que estaban fijados en PBS suplementado con 3,7 % (p/v) de
paraformaldehido y 1 % (v/v) de Triton. X-100 a temperatura ambiente
durante 15 minutos, seguidamente se colocaron los ovocitos en
portaobjetos de vidrio y se tifieron con bisbencimida 1,9 mM (Hoechst
33342; Sigma-Aldrich) antes de cubrirlos con cubreobjetos después se
colocaron en incubadora, finalmente se observd en un microscopio de

fluorescencia.

2.3. Conceptos Basicos

Adenosina monofosfato ciclico (AMPc): Este elemento interviene
como regulador negativo en la maduracién del ovocito, la transicion hacia

la maduracién del nucleo se origina tras la modulacion de las vias de
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sefalizacion del AMPc presentes en las células de la granulosa. (Chong et
al., 2018).

Antioxidante: Se encarga de retrasar la oxidacién, protegiendo de

las especies reactivas (Romero et al., 2008).

Beta-mercaptoethanol (BMC): Es un antioxidante perteneciente
del grupo tiol, en la MIV reduce el envejecimiento del ovocito y desgaste del
citoplasma (Gupta et al., 2010).

Complejo cumulos (COCS): se encarga de rodear al ovocito para

protegerlo hasta su maduracion (Nagashima et al., 1996).

Corpusculo polar: Se produce a partir de la ovogénesis, aparece
luego de la ovulacién, es decir al terminar la primera meiosis aparece el

corpusculo o cuerpo polar (Griffin & Ojeda, 2000).

Division celular: Se trata de la division celular cuyo resultado es la
formacion de células hijas a partir de una célula madre (Alvarado & Mayani,
2007).

Especies reactivas de oxigeno (EROs): Son resultado de la
fisiologia normal y del metabolismo aerdbico, su desbalance causa

disfuncion y dafo celular (Pourova, 2010).

Estrés oxidativo: Se produce cuando hay niveles altos de EROs,

ocasionando la apoptosis (Tarazona, 2010).
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Factor de crecimiento: En el contexto folicular, actua modulando la
funcidbn de las gonadotropinas, impulsando la sintesis de ADN vy
promoviendo la ruptura de la vesicula germinal, lo que conduce al reinicio

del proceso meidtico (May et al., 1988).

Fluido folicular: Rodea al ovocito y se encarga de su nutricion, en
la maduracién in vitro se utiliza como medio capacitante (McNutt & Killian,
1991).

Maduracion nuclear: Se refiere al desarrollo del nucleo, que implica
la descomposicion de la envoltura nuclear hasta la primera metafase,
posteriormente la extrusiéon del primer corpusculo polar y la posterior

estabilizacion del ovocito en el estadio de metafase Il. (Richard, 2007).

Meiosis: En el ovocito primario ocurre la divisién por meiosis | pero
se detiene en estado de profase y se le conoce como “arresto nuclear” o
“periodo diploteno” pero instantes previos de la ovulacion es que un ovocito
reanuda la meiosis, se forma la segunda célula y se expulsa el primer
cuerpo polar, luego inicia la meiosis Il y llega hasta metafase Il ocurre la
ovulacion y se vuelve a pausar hasta que el espermatozoide reanuda la
meiosis al entrar en el ovulo ocasionando la division celular (Tarazona,
2010).
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CAPITULO llI

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Material
3.1.1. Ubicacién geografica

La presente investigacion se desarrollé en el laboratorio de biotecnologia
reproductiva animal de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann, en Tacna, Peru. La
universidad se localiza a 18°01'30"S y 70°14'59"0, a una altitud de
aproximadamente 550 m s.n.m. Tacna, ubicada en la costa sur del Peru,
se caracteriza por un clima calido, con temperaturas de 24-30 °C en verano
y 15-25 °C en invierno. Los ovarios porcinos utilizados fueron recolectados
en el Camal Municipal “Mario Reynoso Eyzaguirre Yanez”, en el distrito de
Calana, con coordenadas 17°59'38"S y 70°14'22"0. Las condiciones
geograficas y climaticas de la region brindaron un entorno adecuado para

la investigacion.
3.1.2. Poblaciéon y muestra

En base al estudio piloto del camal municipal de Tacna “Mario
Reynoso Eyzaguirre Yafiez” del mes de noviembre del 2023 se han
registrado 1 320 porcinos beneficiados (Camal Municipal de Tacna, 2023).

El estudio empled un muestreo probabilistico en poblaciones finitas
(N=1320). Se incluyeron cuatro tratamientos, con un tamafo de efecto
esperado de 0,4, correspondiente a una diferencia moderada entre medias,
siguiendo las recomendaciones de Cohen (1988). La seleccion de este



valor busco asegurar la sensibilidad del analisis para detectar diferencias
de magnitud intermedia. Ademas, se definidé un poder estadistico de 0,8,
estandar en la investigacién cientifica, que otorga un 80 % de probabilidad
de identificar diferencias verdaderas entre tratamientos y reduce la

posibilidad de cometer un error tipo Il.

A partir de estos parametros, y considerando la poblacion finita, se
determiné que un tamafo de total de 76 gorrinas, distribuidas en 19
animales por tratamiento, era suficiente para detectar diferencias
significativas. El tamafio de la muestra se calculd mediante la funcion

pwr.anova.test en el software R, version 4.3.1.

Para evaluar las diferencias entre tratamientos en los parametros
analizados, se emple6 un ANOVA de una via. Dado que los datos no
seguian una distribucibn normal y presentaban heterocedasticidad
(varianza no constante), se implementaron pruebas no paramétricas

correspondientes.

Para realizar la correccion de poblaciones finitas se utilizd la

siguiente formula:

no = 18,04, redondeo al inmediato superior > 19

n=-—or= % = 18,7 redondeo al inmediato superior 19

T 1
ng N 19 1320

Se utilizé en total 76 gorrinas.
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3.1.3. Materiales
Equipos de laboratorio:

e Microscopio de contraste de fases
e Bario Maria.

e Incubadora de CO2

e Platina térmica

e Microscopio invertido

e Balanza analitica

e Centrifuga
Material de laboratorio:

e Jeringas de 10 ml

e Agujas N°21

e Placas Petri

e Placa de 4 pocillos

e Micropipetas de 10 ul

e Micropipetas de 100 ul
e Micropipetas de 200 ul
e Micropipetas de 1000 ul
e Laminillas

e Puntillas
Reactivos e insumos quimicos para maduracion in vitro:

e Bicarbonato de sodio
e Lactato de sodio

e Glucosa
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e Cafeina
e Cloruro de potasio
e BSA

e Antibidtico estreptomicina
Para la tincién:

e Hialuronidasa
e Tincion Hoechst 33342

3.2. Método
3.2.1. Tipo de investigacion

Experimental. La investigacion se caracterizé por la manipulacion
planificada de las variables, con el propdsito de evaluar sus efectos dentro

de un entorno controlado (Arainga, 2011).

3.2.2. Nivel de investigacion

Explicativa. Este enfoque investigativo se propone identificar las
causas fundamentales de los fendmenos fisicos, intentando esclarecer por
qué acontece un fenbmeno y en qué circunstancias se presenta. Su
proposito es proporcionar una comprension detallada de cémo, cuando,
donde y por qué se produce un evento (Arainga, 2011).

3.2.3. Diseno de la investigaciéon

El disefio de la investigacién es cuantitativo, lo que implica que se
realiza un analisis numérico para responder a la pregunta o hipotesis

planteada en el estudio (Sousa et al., 2007).
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Diseino experimental

Los ovarios seleccionados fueron distribuidos aleatoriamente en
cuatro tratamientos, correspondiendo ovarios de 19 gorrinas para cada uno.
Los ovocitos fueron cultivados en medio especifico para su maduracion; en
el tratamiento 01 se adicion6 IGF-1, en el tratamiento 02 se incorpord B-
ME, en el tratamiento 03 se emple6 TCM suplementado con IGF-1y B-ME,
finalmente, el tratamiento sin adicién fue considerado como control. En
todos los tratamientos se determind el promedio y el error estandar. La
etapa de desarrollo de los ovocitos se evalué mediante tincién con Hoechst
33342, considerando como ovocitos madurados aquellos que alcanzaron
la metafase Il. Los resultados obtenidos se presentaron en forma de
porcentajes y error estandar. El disefio metodoldgico correspondié a un
estudio experimental, en el que se analizaron cuatro tratamientos con el
objetivo de maximizar la tasa de maduracion de ovocitos. Los datos se
organizaron en tablas y graficos, expresados como medias junto con su

error estandar.

3.2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Técnicas de recoleccion de datos
a) Recuperacion de COCs de ovarios obtenidos post morten

e Los ovarios obtenidos de 76 gorrinas beneficiadas fueron disecados
y conservados en un termo con solucion fisiologica a 25 °C, para
luego ser transportados al laboratorio y lavados con solucidn
fisiolégica a 37 °C. La recuperacion de los complejos cumulo-ovocito
(COCs) se efectud a través de la aspiracion de foliculos antrales con

un rango de tamafo situado entre 3 y 5 mm, utilizando una jeringa
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de 10 mL con aguja N.° 21. Los COCs se clasificaron atendiendo al
aspecto del citoplasma y de las células del cumulo que los rodeaban.
Categoria de COCs:
e Categoria de A; que incluyo ovocitos revestidos por mas de tres
estratos de células y una matriz citoplasmatica uniforme.
e Categoria de B; definido por una cobertura de dos a tres capas
celulares junto con un ooplasma de apariencia irregular.
e Categoria de C; COCs sin capas parcial o totalmente y citoplasma
heterogéneo.

e Categoria de D; las células de cumulos estan expandidas.
b) Maduracién in vitro

Se recolectaron exclusivamente COCs caracterizados por poseer
diversas hileras de células del cumulo compactas, asegurando que el
citoplasma presentara una distribucibn homogénea; estos ejemplares
fueron posteriormente cultivados en medio TCM-199, enriquecido con
cisteina (0,57 mM), AMPc (1 mM), FSH (5 pg/mL), LH (5 pg/mL) vy
antibiotico, conforme al tratamiento establecido.:

e T1: TCM + 100 ng IGF-1

e T2:TCM + 50 uM B-ME

e T3: TCM + 100 ng IGF-1 + 50 uM B-ME
e T4: TCM sin adicién (control)

La maduracién se llevé a cabo durante un periodo de 46 horas en
una incubadora bajo condiciones controladas de 5 % de CO,, temperatura
de 39,0 °C y 99 % de humedad relativa. Los ovocitos fueron registrados

segun tratamiento, numero de pocillo, numero de COCs, hora de inicio de
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la maduracion in vitro, fecha y hora de evaluacién, asi como la presencia

de ovocitos degenerados o cuerpos polares.

c) Tincién de Ovocitos

Finalizado el periodo de cultivo, se determind el progreso meiético
de los gametos mediante la eliminacion de las células del cumulo. Los
ovocitos resultantes se tifieron con Hoechst 33342 (1 pg/mL en PBS) por
un lapso de 30 minutos a temperatura ambiente, lavandose posteriormente
para su analisis bajo microscopio de fluorescencia. El estado nuclear se
categorizé segun el patron cromatinico en: vesicula germinal (VG),

metafase | (MI), anafase |, metafase Il (MIl) o estado degenerado (D)

3.2.5. Método de analisis de datos

El procesamiento y analisis de la informacion recolectada se efectud
mediante el entorno estadistico R (R Core Team) (version 4.3.1). La
normalidad de la muestra se comprobé a través del test de Shapiro-Wilk,
empleando de forma complementaria la prueba de Levene para constatar
la homogeneidad de las varianzas. Una vez validados estos supuestos, se
procedié a realizar un analisis de varianza (ANOVA) con el fin de determinar

la influencia de los tratamientos en la maduracion de los ovocitos.

En el caso de las comparaciones bivariadas, la eleccion de la técnica
estadistica dependio de la naturaleza de los datos; se utilizé la t de Student
para distribuciones normales, mientras que para aquellas muestras que no
cumplieron este supuesto, se optd por el test de rangos con signo de
Wilcoxon.
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Del mismo modo, los resultados se presentaron a traveés de graficos
de barras confeccionados en Microsoft Excel, donde se ilustran los distintos
tratamientos y sus respectivas fases, lo que permiti® una mejor

visualizacion y comparacion de los efectos observados.

En todos los analisis se adoptd un nivel de significancia de a = 0,05
(95 % de confianza), garantizando la solidez y fiabilidad de los resultados.
De esta manera, cada prueba estadistica aplicada desempefié un propdsito
particular dentro del estudio, permitiendo una evaluacion integral y

consistente de los datos obtenidos.
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41.

CAPITULO IV

RESULTADOS

Resultados segun los objetivos:

Evaluar el efecto del IGF-l y beta-mercaptoethanol en la maduraciéon

in vitro en ovocito de porcino, Tacha — 2024.

Tabla 1: Resultados de estadios de maduracion segun tratamientos

expresados en % (media + error estandar).

_ Vesicula
Tratamiento n ) Anafase Metafase | Metafase Il Degenerados
germinal
Control 145 25,95+1,09 8,78+1,27 21,7120,54 18,20£14,15  25,37+0,88
Beta 133 19,64+1,10 5,43+0,72 30,58%1,72 24,67+0,79 19,68+1,05
IGF-1 149 14,09+0,62 5,51+x0,38 33,53%1,34 17,30%#1,16  29,57+1,11
B+IGF-1 148 13,87+0,52 8,93+11,91 34,94+1,12 13,27+0,35  28,98+0,32

En la Tabla 1 los resultados estan expresados como porcentaje

medio % error, se presentan los siguientes tratamientos: grupo control, -

mercaptoetanol (Beta), IGF-1, y la combinacion de B-mercaptoetanol + IGF-

1 (B+IGF-1) donde se comparan los porcentajes de ovocitos porcinos en

diferentes estadios de maduracién nuclear.

En primer término, se aprecia que el grupo control presenta la mayor

proporcion de ovocitos en la fase de vesicula germinal (VG) con un 25,9 %,
seguido por los grupos Beta (19,6 %), IGF-1 (14,1 %) y B+IGF-1 (13,9 %).

Este patron indica que la aplicacion de compuestos bioactivos disminuye el



numero de ovocitos que permanecen en estadios inmaduros, favoreciendo

su avance en el proceso meiético.

Respecto a la fase de anafase, se registran porcentajes bajos y
relativamente similares entre los grupos: 8,8 % en el control, 5,4 % con
Beta, 5,5% con IGF-1 y 8,9 % con B+IGF-1. Estos valores indican que
pocos ovocitos se encuentran en este estadio transitorio, sin variaciones

sustanciales atribuibles a los tratamientos.

En la etapa de metafase |, el grupo tratado con B+IGF-1 presenta el
mayor porcentaje (34,9 %), seguido por IGF-1 (33,5 %) y Beta (30,6 %),
mientras que el grupo control registra un porcentaje menor (21,7 %). Esta
diferencia sefala que todos los tratamientos promovieron de forma efectiva
la progresion meidtica hasta metafase |, siendo mas marcados los efectos

del IGF-1 y su combinacion con B-mercaptoetanol.

En contraste, en el estadio de metafase Il, el mayor porcentaje se
observa en el grupo Beta (24,7 %), seguido por el grupo control (18,2 %),
el grupo IGF-1 (17,3 %) y finalmente el grupo B+IGF-1 (13,3 %). Estos
resultados evidencian que el tratamiento con B-mercaptoetanol mostré la
mayor proporcion de ovocitos que alcanzaron metafase Il, mientras que la
combinacién B+IGF-1 obtuvo el porcentaje mas bajo. Aunque estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas, podrian sugerir
variaciones en la respuesta de los ovocitos segun el tipo de tratamiento

aplicado.
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Finalmente, en cuanto a los ovocitos degenerados, los porcentajes
obtenidos fueron: IGF-1 (29,6 %), B+IGF-1 (29,0 %), control (25,4 %) v,
finalmente, el grupo Beta (19,7 %). Estos resultados evidencian que el
tratamiento Beta fue el que presentd la menor proporcion de ovocitos
degenerados, lo que indica que este tratamiento podria ofrecer una mayor.
En contraste, los tratamientos IGF-1 y B+IGF-1 mostraron los porcentajes
mas altos de degeneracion

En conjunto, estos resultados evidencian que tanto el IGF-1 como el
B-mercaptoetanol, individualmente o en combinacién, promueven la
maduracion nuclear hasta metafase |, con el tratamiento combinado
mostrando el porcentaje mas alto en esta etapa. No obstante, el efecto
sobre metafase Il no fue concluyente, y la proporcién de ovocitos
degenerados en algunos grupos tratados sugiere la necesidad de ajustar

las condiciones del medio de cultivo.

Determinacion del efecto del IGF- 1 en la maduracion nuclear in vitro

en ovocitos de porcinos, Tacha — 2024.

Tabla 2 : Resultados de estadios de maduraciéon nuclear de Control vs
IGF-1 expresados en % (media * error estandar).

_ Vesicula
Tratamiento  n ) Anafase = Metafase|  Metafasell = Degenerados
germinal

Control 145 25,95+1,09 8,78+1.27 21,710,544 18,20+14,15  25,37+0,88
IGF-1 149 14,09+0,62 5,51+0,38 33,53%1.34 17,30+1,16 29,57+1,11
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Los resultados obtenidos sobre la maduracion nuclear in vitro,
comparando el efecto del IGF-1 frente al grupo control, se presentan en la
Tabla 2, en la cual se evidencié un aumento en la proporcién de ovocitos
en Metafase | y ovocitos degenerados en el grupo tratado con IGF-1,
mientras que se observd una disminucion en los ovocitos en estadio de

Vesicula Germinal (VG) y Anafase.

Se encontrd que la proporcion de ovocitos en vesicula germinal fue
menor en el grupo tratado con IGF-1 (14,1 %) respecto al grupo control
(26,0 %). Esta disminucién indica que una mayor proporcion de ovocitos
tratados con IGF-1 dejo el estado inmaduro y avanzd hacia fases mas

desarrolladas de la maduracidn nuclear, en comparacion con el control.

Por otro lado, en el estadio de Anafase, no se observaron diferencias
marcadas entre ambos tratamientos. El grupo control presenté un 8,8%,
mientras que el grupo IGF-1 mostré un valor ligeramente inferior (5,5%), lo
cual podria indicar que el IGF-1 acelera el transito por esta fase.

Con respecto a Metafase |, se evidencio un incremento considerable
en el grupo tratado con IGF-1 (33,5%) en comparacién con el grupo control
(21,7%), lo que sugiere un efecto positivo del IGF-1 en la promocién de la

maduracion nuclear hacia esta etapa.

En cuanto a Metafase Il, los porcentajes fueron similares entre
ambos grupos: 18,2% para el grupo control y 17,3% para el grupo IGF-1,
mostrando una leve disminucion en este ultimo, aunque sin diferencias

estadisticamente significativas.
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Los ovocitos deteriorados fue algo mas alta en el grupo tratado con
IGF-1 (29,6%) respecto al grupo control (25,4%), lo cual podria sugerir un
posible efecto adverso del IGF-1 sobre la viabilidad ovocitaria en

determinadas condiciones.

Al comparar los distintos estadios de desarrollo nuclear, no se
hallaron diferencias de relevancia estadistica entre los tratamientos
analizados ($P > 0,05$). Los datos especificos de este analisis se han

recopilado en la Tabla 2, empleando el formato de media % error estandar.

Determinar el efecto del beta-mercaptoethanol en la maduracion

nuclear in vitro en ovocitos de porcinos, Tacna — 2024.

Tabla 3 : Resultados de estadios de maduracion de los tratamientos
Control vs Beta-mercaptoetanol expresados en % (media + error

estandar).

_ Vesicula
Tratamiento  n . Anafase  Metafase| Metafasell Degenerados
germinal

Control 145 25,95+1,09 8,78+1.27 21,710,564 18,20£14.15  25,37+0,88
Beta 133 19,64+1.10 5,43+0,72 30,58+1.72 24,67+0,79 19,68+1,05

De acuerdo con los valores de la Tabla 3, se observé una reduccion
en la proporcidon de ovocitos que permanecieron en el estadio de vesicula
germinal dentro del grupo suplementado con B-mercaptoetanol (19,6 %)
respecto al grupo control (26,0 %). Esta disminucion sugiere que una mayor
proporcion de ovocitos expuestos a 3-mercaptoetanol abandoné el estado
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inmaduro y progresé hacia etapas mas avanzadas de la maduracion

nuclear.

En la fase de anafase, el grupo control presentd6 un 8,8 % de
ovocitos, mientras que el grupo tratado con Beta-mercaptoetanol disminuy6
a 5,4%. Este resultado indica que el compuesto no favoreceria la

permanencia en estadios tempranos de division nuclear.

Un comportamiento opuesto se observé en metafase |, donde el
grupo control alcanzé un 21,7 % de ovocitos, mientras que el tratamiento
con Beta-mercaptoetanol incrementd significativamente este porcentaje a
30,6 %. Esto sugiere que dicha adicion favorece la progresion hacia etapas

intermedias de la maduracion nuclear.

De manera similar, en metafase Il, etapa considerada como
maduracion nuclear completa, el grupo control alcanzé un 18,2% de
ovocitos, mientras que el grupo tratado con Beta-mercaptoetanol presento
un aumento a 24,7 %. Este resultado refuerza la hipétesis de que el Beta-
mercaptoetanol podria tener un efecto positivo sobre la maduracién

completa de los ovocitos.

Respecto a la degeneracion ovocitaria, se observo un 25,4 % de
ovocitos degenerados en el grupo control, en contraste con un 19,7 % en el
grupo tratado con Beta-mercaptoetanol, lo cual sugiere un posible efecto

protector del compuesto frente a la degeneracién celular.

Aunque no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas segun la prueba t de Student (a = 0,05), en conjunto, estos

resultados indican que el Beta-mercaptoetanol tiende a reducir la
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proporcion de ovocitos en vesicula germinal, favorecer la progresion hacia
metafase | y Il, y disminuir la proporcion de ovocitos degenerados. Estos
efectos podrian atribuirse a la accion antioxidante del Beta-mercaptoetanol,
conocida por proteger a las células del dano oxidativo y favorecer su
desarrollo. No obstante, se requieren estudios adicionales para confirmar y

ampliar estos hallazgos.

Determinar el efecto de la combinacién del IGF-1 y beta-
mercaptoethanol en la maduraciéon nuclear in vitro en ovocitos de

porcinos, Tacnha — 2024.

Tabla 4 : Resultados de estadios de maduraciéon de Control vs B+IGF-1

expresados en % (media + error estandar).

_ Vesicula
Tratamiento  n ) Anafase Metafase | Metafase Il Degenerados
germinal

Control 145 25,95+1,09 8,78+1,27 21,71+0,54 18,20+14,15  25,37+0,88
B+IGF-1 148 13,87+0,52 8,93+11,91 34,94+1,12 13,27+0,35  28,98+0,32

En la Tabla 4, se muestra los diferentes estadios de maduracién
nuclear, comparando el grupo control con el grupo tratado con -

mercaptoetanol + IGF-1.

La mayor proporcion de ovocitos en vesicula germinal (VG)
correspondio al grupo control, con 25,9 %, mientras que el grupo tratado

presenté un valor inferior, de 13,9 %. En |la fase de anafase, ambos grupos

44



mostraron porcentajes similares (8,8 % en el grupo control y 8,9 % en el
grupo tratado), sin diferencias significativas.

En la etapa de metafase |, se evidenci6 una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,05) entre tratamientos. El grupo tratado
con B-mercaptoetanol + IGF-1 alcanzé la mayor proporcion de ovocitos en

esta fase (34,9 %), en comparacién con el grupo de control (21,7 %).

En el estadio de metafase Il, se observé una mayor proporcion de
ovocitos en el grupo control (18,2 %) respecto al grupo tratado (13,2 %), sin
diferencias significativas. Por ultimo, la proporcién de ovocitos que
presentaron degeneracidon fue mas alta en el grupo tratado (29 %) que en
el de control (25,4 %), aunque tampoco se observaron diferencias

estadisticas entre estos valores.

4.2. Contrastacion de hipétesis
Objetivo general

Evaluar el efecto del IGF-l y beta-mercaptoethanol en la maduracién in

vitro en ovocito de porcino, Tacna - 2024.

e Hipdtesis nula (Hy): La incorporacion de IGF-1 y/o B-
mercaptoetanol no tiene un efecto significativo sobre la maduracién
nuclear in vitro de ovocitos porcinos.

e Hipoétesis alternativa (H;): La inclusion de IGF-1 y/o B-
mercaptoetanol afecta de manera significativa la maduracién nuclear

in vitro de ovocitos porcinos.
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Objetivos especificos

d)

Determinar el efecto del IGF- 1 en la maduracion nuclear in

vitro en ovocitos de porcinos, Tacna - 2024.

Hipétesis nula (Hy): El IGF-1 no influye significativamente en la
maduracion nuclear in vitro en ovocitos porcinos.

Hipétesis alterna (H,): El IGF-1 influye significativamente en la
maduracion nuclear in vitro en ovocitos porcinos.

Nivel de significancia: a = 0,05

Resultados: En todas las fases analizadas (vesicula germinal,
metafase |, anafase, metafase Il y degenerados), los valores de p
fueron mayores a 0,05 (p > 0,05).

Decisién: No se rechaza H,.

Conclusién: ElI IGF-1 no presentd un efecto estadisticamente

significativo en la maduracion nuclear in vitro de ovocitos porcinos.

Determinar el efecto del beta-mercaptoethanol en la
maduracién nuclear in vitro en ovocitos de porcinos, Tacna -
2024.

Hipotesis nula (Hy): El beta-mercaptoetanol no influye
significativamente en la maduracion nuclear in vitro en ovocitos
porcinos.

Hipétesis alterna (H,): EI beta-mercaptoetanol influye
significativamente en la maduracion nuclear in vitro en ovocitos
porcinos.

Nivel de significancia: a = 0,05

Resultados: En todas las etapas analizadas (vesicula germinal,
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f)

metafase |, anafase, metafase Il y ovocitos degenerados), los
valores de p fueron superiores a 0,05 (p > 0,05), lo que indica que
no existen diferencias significativas entre los tratamientos.
Decisién: No se rechaza H,.

Conclusién: ElI [p-mercaptoetanol no mostr6 un efecto
estadisticamente significativo en la maduracion nuclear in vitro de
ovocitos porcinos.

Determinar el efecto de la combinacién del IGF-1 y beta-
mercaptoethanol en la maduracidon nuclear in vitro en ovocitos
de porcinos, Tacnha - 2024.

Hipétesis nula (H,): La combinacién de IGF-1 y B-mercaptoetanol
no influye significativamente en la maduraciéon nuclear in vitro de
ovocitos porcinos.

Hipétesis alterna (H,): La combinacion de IGF-1 y pB-
mercaptoetanol influye significativamente en la maduraciéon nuclear
in vitro de ovocitos porcinos.

Nivel de significancia: a = 0,05

Resultados:

Tras el analisis de los datos, |la fase de Metafase | mostré una p de
0,03941, debido a que esta cifra es inferior al alfa de 0,05, indicando
una diferencia estadisticamente significativa. En las fases de
Vesicula Germinal (VG), Anafase, Metafase Il y Degenerados, los
valores de p fueron mayores a 0,05, por lo que no se evidenciaron
diferencias significativas.

Decision.

El analisis de la Metafase | arrojo un valor p (0,03941) menor al nivel
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alfa de 0,05; por lo tanto, se rechaza H, para concluir que la
suplementacién del medio influyé de manera determinante en la

maduraciéon nuclear

Conclusién:

En la fase de Metafase |, la combinacion de IGF-1 y B-
mercaptoetanol mostro un efecto positivo y estadisticamente
significativo sobre la maduracion nuclear in vitro (p = 0,03941 <
0,05).

Aunque el valor es cercano al umbral de significancia, se recomienda
interpretar el resultado dentro de su contexto bioldgico.

En las fases de Vesicula Germinal, Anafase, Metafase Il y
Degenerados, los valores p fueron mayores a 0,05, por lo que no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

tratamientos.
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CAPITULO V

DISCUSION

La maduracion in vitro (MIV) de ovocitos porcinos es un
procedimiento intrincado que esta influenciado por diversos elementos,
entre ellos los factores de crecimiento y antioxidantes (Gilchrist &
Thompson, 2007). En este contexto, el Factor de Crecimiento similar a la
Insulina tipo 1 (IGF-1) y el Beta-mercaptoethanol han demostrado ser
aditivos relevantes para la mejora de la calidad de los ovocitos durante la
MIV, aunque sus efectos varian en funcion del estadio de maduracion y del

modelo experimental utilizado (Gupta et al., 2010).

5.1. Efecto del IGF-1 en la maduracion nuclear in vitro en ovocitos

de porcinos.

De acuerdo con este estudio, incluir IGF-1 en los medios de cultivo
para la maduracion de ovocitos porcinos afecta la distribucion de los
estadios nucleares. Se registr6 una disminucion en la proporcion de
ovocitos en vesicula germinal (VG) en el grupo tratado con IGF-1 (14,1 %)
frente al grupo control (25,9 %), lo que indica que IGF-1 facilita el reinicio
de la meiosis y la progresion hacia etapas mas avanzadas, coincidiendo
con lo reportado por Van et al. (2009), quienes senalaron que IGF-1 activa

la via PI3K/Akt-MAPK, promoviendo la maduracion nuclear temprana.

De igual modo, el aumento en la proporcion de ovocitos en metafase
I (MI) en el grupo IGF-1 (33,5 %) frente al grupo control (21,7 %) respalda
la evidencia de que este factor de crecimiento estimula la progresion

meidtica, lo cual también fue reportado por Guilherme et al. (2013), quienes



demostraron que el IGF-1 incrementa la maduracion nuclear en ovocitos
porcinos, especialmente cuando se combina con liquido folicular de
foliculos pequefios. Esta mejora en la tasa de Ml indica un papel modulador
del IGF-1 en la activacion de los mecanismos moleculares que regulan la

transicion del ciclo celular (Guilherme et al., 2013).

En cambio, en estadios mas avanzados como metafase Il (MIl), no
se observaron diferencias significativas entre los tratamientos (18,2 %
control vs. 17,3 % IGF-1), lo que concuerda con los hallazgos de Pereira et
al. (2019), quienes reportaron que, aunque el IGF-1 mejora la supervivencia
post-vitrificacion de ovocitos, su efecto sobre la maduracién final no
siempre es evidente, posiblemente por la interaccion con otros factores

presentes en el microambiente.

Respecto a los ovocitos degenerados, el grupo tratado con IGF-1
presento una ligera mayor proporcion de degeneracion (29,6 %) comparado
con el grupo control (25,4 %), lo que sugiere que, aunque el IGF-1 estimula
el avance meidtico, también podria generar efectos adversos sobre la
viabilidad ovocitaria, dependiendo de la concentracién y las condiciones del
cultivo de (Pereira et al., 2019). Sato et al. (2018) mencionaron que el IGF-
1 puede aumentar la expresion de receptores IGF-1R en las células del
cumulo, lo cual podria traducirse en una hiperestimulaciéon celular,
resultando en efectos no deseados si la dosis no es 6ptima (Sato et al.,
2018)

A nivel nacional, Guillén (2018) encontré que el IGF-1 a 10 ng/ml
logré una tasa de maduracion nuclear del 61,81 % en ovocitos de alpaca,
superando al EGF, lo que respalda el potencial positivo de este factor en

especies domeésticas. Asimismo, estudios evidenciaron que el IGF-1, en
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situaciones de baja concentracién de oxigeno, se promovio el crecimiento
embrionario in vitro en alpacas, destacando la relevancia de las condiciones
de cultivo (Huanca & Huanca, 2022). En porcinos, Piscoya (2024) reporto
que el IGF-1 influye favorablemente en la tasa de gestacion, fortaleciendo

su aplicacion practica en biotecnologias reproductivas.

Cabe senalar que, aunque se observaron tendencias favorables del
IGF-1 en algunos estadios, no se hallaron diferencias estadisticamente
significativas (P > 0,05), lo cual puede atribuirse al tamafio de muestra, la
concentracion utilizada (10 ng/ml), o a la necesidad de condiciones
coadyuvantes como co-factores o ambiente hormonal adecuado para
potenciar su efecto (Sanchez et al., 2011).

En conjunto, los hallazgos de este estudio refuerzan la hipotesis de
que el IGF-1 participa activamente en la maduracién ovocitaria temprana,
especialmente hasta la etapa de metafase I. No obstante, sus efectos en
etapas mas avanzadas y en la viabilidad ovocitaria requieren optimizacion
de protocolo, considerando variables como concentracion, tiempo de

exposicion y condiciones del medio de cultivo (Tiwari et al., 2017).

5.2. Efecto del Beta-mercaptoethanol en la maduracién nuclear in

vitro en ovocitos de porcinos.

Los resultados obtenidos indican que la incorporacién de
beta-mercaptoethanol en los sistemas de cultivo para la MIV optimiza la
cinética nuclear, permitiendo que una mayor proporcion de ovocitos
porcinos alcance etapas superiores de desarrollo, asi como reducir la
proporcion de ovocitos degenerados (Abeydeera et al. 1998). Si bien las

diferencias detectadas no alcanzaron significancia estadistica, se observa
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una tendencia de relevancia bioldégica en varios de los parametros

evaluados.

En la etapa de vesicula germinal se observé una menor proporcion
de ovocitos en el grupo tratado con B-ME (19,6 %) en comparacién con el
grupo control (25,9 %), esto indica que la accién del antioxidante actuaria
como un facilitador de la disolucién de la membrana nuclear, promoviendo
asi la reanudacion de los procesos meioticos en el gameto (Coticchio et al.,
2004). Estas observaciones se alinean con los reportes previos de
Abeydeera et al. (1998), cuyos estudios demostraron que el B-ME aumenta
los niveles intracelulares de glutation, promoviendo asi un ambiente mas

adecuado para la maduracion nuclear.

En cuanto a la etapa de metafase |, el grupo tratado con B-ME
mostrd un incremento notable (30,6 %) frente al grupo control (21,7 %), lo
cual sugiere una mayor activacion del proceso meidtico intermedio. La
tendencia observada en el presente estudio se alinea con las
investigaciones de Kobayashi et al. (2006). En sus trabajos, estos autores
determinaron un incremento en la excelencia cualitativa de los ovocitos, asi
como en su potencial para sustentar el desarrollo embrionario temprano al

utilizar B-ME durante la maduracion in vitro en porcinos.

Asimismo, la proporcion de ovocitos que lograron llegar a metafase
Il fue superior en el grupo mayor en el grupo tratado con -ME (24,7 %) en
comparacién con el control (18,2 %). Dado que la metafase Il representa el
estadio de maduracion nuclear completa, este hallazgo refuerza la hipotesis
de que B-ME puede mejorar la competencia meidtica de los ovocitos. Este

efecto también fue observado por Qi et al. (2022), quienes reportaron que
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el B-ME mantiene la homeostasis de la autofagia durante la maduracion, lo
cual resulta beneficioso para la viabilidad y el desarrollo del ovocito.

Respecto a la tasa de degeneracion ovocitaria, el tratamiento con -
ME redujo la proporcion de ovocitos degenerados (19,7 %) en comparacion
con el grupo control (25,4 %), lo que indica un posible efecto protector del
compuesto frente al estrés oxidativo. Este hallazgo es respaldado por
estudios donde destacaron el papel del B-ME en la mejora de la calidad
citoplasmatica y en la reduccion del dafio celular durante la fecundacion in
vitro (Funahashi & Sano, 2005).

No obstante, los efectos favorables del -mercaptoetanol no han
sido reportados de manera consistente en todos los estudios. Merlo et al.
(2016), al analizar su incorporacién durante la maduracién in vitro de
ovocitos equinos, indicaron que tanto el grupo control como los tratamientos
enriquecidos con B-ME mostraron un comportamiento estadisticamente
similar, concluyendo que este compuesto no influyd en la maduracion
citoplasmatica. Esta variabilidad en los resultados podria atribuirse a
diferencias interespecificas, ya que los ovocitos de equinos presentan
particularidades fisioldgicas y cinéticas distintas a las de los porcinos. En
consecuencia, los efectos positivos del B-ME podrian depender de la
especie, la etapa del desarrollo ovocitario o incluso del medio de cultivo

empleado.

En conjunto, estos resultados apoyan la utilizacion de (-
mercaptoetanol como suplemento del medio de maduracion ovocitaria,
aunque se recomienda realizar estudios adicionales con mayor tamarno
muestral y analisis moleculares para confirmar estos efectos y dilucidar los

mecanismos celulares involucrados.
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5.3. Efecto de la combinacién del IGF-1 y Beta-mercaptoethanol en

la maduracion nuclear in vitro en ovocitos de porcinos

Los hallazgos sugieren que la suplementacion conjunta de IGF-1y
B-mercaptoetanol en el sistema de cultivo ejerce un efecto en el estadio de
desarrollo nuclear de los ovocitos porcinos, evidenciandose un mayor
porcentaje de ovocitos en metafase | (34,9 %) respecto al grupo control
(21,7 %), con una diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05). Este
resultado sugiere que la combinacion de ambos compuestos podria
favorecer la progresion temprana de la meiosis durante la maduracion

ovocitaria.

Estos hallazgos concuerdan con lo descrito por Sato et al. (2018) en
ovocitos caninos, quienes evidenciaron que la suplementaciéon con IGF-1
incrementd de manera significativa la proporcion de ovocitos en metafase
II, acompafiada de una mayor expresion del receptor IGF-1R en las células
del cumulo. De manera analoga, Guilherme et al. (2013) informaron que la
adicion de IGF-1 a medios suplementados con fluido folicular promovio la
maduraciéon nuclear y mejoré los resultados de la fertilizacion in vitro en
ovocitos porcinos, respaldando asi el rol del IGF-1 como un modulador
positivo del proceso de maduracion.

Asimismo, diversos autores han documentado que el IGF-1 puede
actuar de forma sinérgica con otros factores, como lo demostraron
Rodriguez et al. (2021) en bovinos, donde la combinacién con FSH y EGF
promovié una mayor progresion meiotica y expansion del cimulo. Ademas,
Nogueira et al. (2019) y Wu et al. (2020) demostraron que el IGF-1 favorece

la expresion de genes antiapoptéticos y activas rutas como PISK/AKT vy
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ERK1/2, mejorando asi la calidad citoplasmatica y nuclear, lo que puede
explicar el avance hacia metafase | observado en el marco de este trabajo.

En cuanto al B-mercaptoetanol, se ha descrito que su funcién
antioxidante mejora la maduracion citoplasmatica y el ambiente intracelular
del ovocito. Aunque Merlo et al. (2016) no encontraron efecto significativo
en ovocitos equinos, en porcinos Abeydeera et al. (1998) reportaron un
aumento del glutation intracelular y una mejora en la fertilizacion vy
desarrollo embrionario tras su inclusién. Mas recientemente, Qi et al. (2022)
y Tao et al. (2004) destacaron su papel en la homeostasis de la autofagia
y la modulacion del 6xido nitrico, procesos cruciales en la maduracion
ovocitaria. Por tanto, su combinacién con IGF-1 podria potenciar los efectos

beneficiosos observados en la progresion a metafase |.

Aun cuando se observaron efectos favorables en la metafase I, no
se evidenciaron diferencias significativas en la metafase Il ni en otros
estadios nucleares, lo que podria atribuirse a la necesidad de un mayor
periodo de cultivo o a que las concentraciones empleadas no fueron las
mas adecuadas para completar la maduracién meidtica. Este resultado es
coherente con lo informado por Pereira et al. (2019), quienes, aunque no
detectaron cambios significativos en la maduracion, si observaron una
mayor supervivencia de ovocitos vitrificados tratados con IGF-1, lo que
sugiere que bajo determinadas condiciones su efecto podria ser mas

protector que estimulador.

Finalmente, a nivel nacional, Guillén (2018) ha demostrado que el
IGF-1 mejora la maduracioén in vitro y el desarrollo embrionario en ovocitos
de alpaca, particularmente bajo condiciones controladas de oxigeno. Estos

estudios refuerzan la utilidad de IGF-1 en programas de biotecnologia
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reproductiva en especies domeésticas, aunque sus efectos especificos
dependen de la especie, concentracion y condiciones del cultivo (Huanca
& Huanca, 2022).

En conjunto, estos hallazgos sugieren que la combinacién de B-
mercaptoetanol e IGF-1 puede favorecer la progresion meiética temprana,
especificamente hasta metafase |, en ovocitos porcinos. No obstante, se
requieren mas estudios para optimizar las concentraciones y tiempos de
exposicién, asi como para evaluar el impacto de esta combinacion sobre la

maduracion completa (metafase Il) y el desarrollo embrionario posterior.

5.4. Efecto de los diferentes tratamientos: Beta-mercaptoetanol, IGF-

1 y Beta-mercaptoetanol + IGF-1 en la maduracién nuclear in vitro

Los datos presentados en la figura 4 indican que los tratamientos
con [(-mercaptoetanol (B-ME), IGF-1 y su combinacion (B+IGF-1)
favorecieron la progresion meiotica de los ovocitos porcinos durante la
maduracion in vitro, reflejandose principalmente en un aumento del
porcentaje de ovocitos en metafase |. El tratamiento combinado (B+IGF-1)
registré el valor mas elevado (34,9 %), seguido de IGF-1 (33,5 %) y B-ME
(30,6 %), en contraste con el grupo control (21,7 %). Dichos hallazgos
guardan estrecha relacién con las observaciones de Guilherme et al.
(2013), quienes evidenciaron en su investigacion que la adicion de IGF-1 al
medio de cultivo suplementado con fluido folicular porcino mejora de
manera significativa la maduracion nuclear y la fertilizacion in vitro,
especialmente a concentraciones intermedias (122—179 ng/mL), similares

a las empleadas a partir de nuestra evidencia.

56



En contraste con lo reportado por Pereira et al. (2019), quienes no
observaron un efecto significativo del IGF-1 sobre la maduracién nuclear,
los resultados del presente estudio muestran una respuesta positiva, lo cual
podria atribuirse a diferencias entre especies, a las condiciones de cultivo
empleadas o a que no se aplicd vitrificacion, evitando asi posibles
interferencias en la evaluacién de la competencia meiética. Del mismo
modo, los hallazgos de Sato et al. (2018) en ovocitos caninos respaldan
estos resultados, al demostrar que el IGF-1 incrementa la proporcién de
ovocitos en metafase Il, sugiriendo que su accion se extiende a distintas

especies mediante la regulacion de receptores especificos como IGF-1R.

No obstante, en el presente estudio no se evidencié un incremento
significativo en la proporcion de ovocitos en metafase Il tras la aplicacion
de los tratamientos. El grupo control mostré6 un porcentaje ligeramente
superior (18,2 %) en comparacién con los grupos tratados con IGF-1 (17,3
%), B-ME (19,7 %) y la combinacion B+IGF-1 (13,3 %). Estos resultados
difieren de los informados por Rodriguez et al. (2021) en bovinos, quienes
registraron un aumento en la tasa de Mll cuando el IGF-1 fue utilizado junto
con FSH y EGF, lo que sugiere que el IGF-1 de manera aislada podria no
ser suficiente para completar la maduracién hasta Mll y requerir la accion
conjunta de otros factores. Esta interpretacion también es respaldada por
Cao et al. (2022), quienes sefnalan que el IGF-1 posee un rango de accion
estrecho y que concentraciones inadecuadas o la ausencia de cofactores
pueden reducir su efectividad o incluso favorecer la aparicion de estrés

oxidativo.

Respecto al B-mercaptoetanol, nuestros resultados muestran un

porcentaje relevante de ovocitos en metafase | (30,6 %) y una reduccién en
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la proporcion de vesicula germinal (19,6 %) comparado con el grupo control
(25,9 %). Aunque Merlo et al. (2016) no encontraron efectos significativos
del B-ME en equinos, estudios en porcinos como los de Abeydeera et al.
(1998) respaldan nuestro hallazgo, mostrando que el B-ME favorece la
maduracién y mejora la calidad citoplasmatica mediante el aumento del
contenido intracelular de glutation y la regulacion de procesos clave como
la autofagia (Qi et al., 2022) y la accion del éxido nitrico (Tao et al., 2004).

No obstante, es importante mencionar que el tratamiento combinado
B+IGF-1 presentdé también mayor proporcién de ovocitos degenerados
(29 %), lo que podria atribuirse a un efecto aditivo no beneficioso o a estrés
oxidativo derivado de una sobreestimulacion celular. Este efecto adverso
ha sido advertido por Cao et al. (2022), quienes indican que
concentraciones elevadas de IGF-1 pueden inducir desequilibrios redox y

afectar la viabilidad ovocitaria.

A nivel nacional, nuestros resultados también se alinean con los
estudios de Guillén (2018) en ovocitos de alpaca, donde el IGF-1 demostrd
tener un efecto superior frente al EGF sobre la maduracion y el desarrollo
embrionario. Aunque las especies son diferentes, estos hallazgos refuerzan
la accion conservada del IGF-1 en distintos modelos reproductivos.
Ademas, el trabajo de Piscoya (2024) en cerdas sugiere que el IGF-1 esta
vinculado a la eficiencia reproductiva general, indicando que su papel es
relevante tanto en la fase pre-fertilizacion como en etapas posteriores de
gestacion.

En conjunto, los hallazgos de este estudio revelan que la adicion de
IGF-1 y B-mercaptoetanol, especialmente cuando se aplican por separado,

mejora la progresion meibtica hasta la metafase I, aunque no se logra un
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incremento significativo en la proporcion de ovocitos que alcanzan la
metafase Il. Esto sugiere que podrian requerirse combinaciones mas
especificas con otros factores embriotroficos o ajustes en las condiciones
del cultivo in vitro para alcanzar una maduracion nuclear completa y

efectiva.
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1.

CONCLUSIONES

IGF-1 redujo los ovocitos en vesicula germinal y aumenté Metafase
|, pero no mejoré Metafase Il y elevé la degeneracion. Por tanto, no
resultd eficaz para completar la maduracion nuclear bajo las

condiciones evaluadas.

Beta-mercaptoethanol disminuyo los ovocitos inmaduros y aumento
Metafase | y Il, reduciendo ademas la degeneracion. Se considera

un suplemento favorable para mejorar la maduracion nuclear in vitro.

La combinacién Beta-mercaptoethanol + IGF-1 increment6 Metafase
| y redujo inmaduros, pero no mejord Metafase Il ni la degeneracion,
por lo que no mostré un efecto superior al Beta-mercaptoethanol

solo.



1.

RECOMENDACIONES

Evaluar de manera sistematica el impacto del tiempo de exposicion
al IGF-1 y al B-mercaptoetanol sobre la maduracion nuclear y
citoplasmatica de ovocitos porcinos, para maximizar la eficacia del
sistema de maduracién in vitro y elevar los estandares de calidad

meiotica y citoplasmatica en los ovocitos evaluados.

Investigar el efecto sinérgico de la combinacién de IGF-1 y B-
mercaptoetanol sobre la maduracién nuclear y citoplasmatica, asi
como sobre la calidad mitocondrial de ovocitos porcinos, para
maximizar la eficiencia del sistema de maduracion en laboratorio y

asegurar que los évulos alcancen una madurez integral y funcional.

Efecto de hormonas (IGF-1, FSH y EGF) en la progresiéon meidtica

de ovocitos porcinos mediante tincion de cromatina.
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ANEXOS



Anexo 1. Datos empleados para el analisis estadistico

Tabla 5 : Numero de ovocitos en estadios vesicula germinal, metafase |,

anafase, metafase Il y degenerados (sin adicion).

TRATAMIENTO VG Ml A Mi D TOTAL

4 3 2 3 5 17

2 5 2 2 12

10 10 O 3 8 31

CONTROL 3 5 2 8 7 25

) 0 12 5 29

6 0 2 3 20

2 0 5 11
TOTAL 38 33 9 30 35 145

Tabla 6 : Numero de ovocitos en estadios vesicula germinal, metafase |,

anafase, metafase Il y degenerados (con adicion de IGF-1).

TRATAMIENTO VG Ml A Mi D TOTAL

0 2 2 2 6
1 1 2 5 9

4 7 1 5 17

IGF-1 4 15 1 6 34

4 6 2 7 21

6 15 13 6 40

4 11 5 22

TOTAL 23 56 7 27 36 149
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Tabla 7 : Numero de ovocitos en estadios vesicula germinal, metafase |,
anafase, metafase Il y degenerados (con adicion de beta -

mercaptoetanol).
TRATAMIENTO VG Ml A MI D TOTAL

4 3 3 14

3 1 3 4 15

6 5 3 14

BETA 2 2 7 5 16

4 7 1 6 9 27

1 14 6 6 27

3 12 3 2 20

TOTAL 23 44 6 32 28 133

Tabla 8 : Numero de ovocitos en estadios vesicula germinal, metafase |,
anafase, metafase Il y degenerados (con adicion de beta - mercaptoetanol
+IGF - 1).

TRATAMIENTO VG Ml A MiIl

TOTAL

21

9
20
24
28
27
19
148

B+IGF-1

A N DA ~DN
o 0 N oo oo w N O

N O W W B =~ N

TOTAL 22 54 10 20

I
N
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Anexo 2. Panel fotografico

Fotografia 1. Obtencion de ovarios de porcinas beneficiadas.
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Fotografia 3. Ovarios en solucion fisiologia y en bafio Maria.
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Fotografia 4. Recuperacién de foliculos.

Fotografia 5. Recuperacién de foliculos mediante puncion.
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Fotografia 6. Centrifugacion de liquido folicular obtenido.

Fotografia 7. Seleccién de COCs
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Fotografia 8. Division de ovocitos en placa multiple de 4 pocillos:
T1: TCM+ IGF-1, T2: TCM+BC, T3: TCM+ IGF-1+BC y T4: TCM sin

adicion

Fotografia 9. Maduracion de ovocitos en incubadora
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Fotografia 10. Tincion de ovocitos con Hoechst 33342; Sigma-Aldrich

Fotografia 11. Observacién y evaluacion del estado meidtico de los

ovocitos bajo un microscopio invertido fluorescente
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Fotografia 12. Ovocitos en estados de metafase | en medio de IGF-1.
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Fotografia 13. Ovocitos en estados de metafase Il con la combinacién
BETA + IGF-1

Fotografia 13. Ovocitos en estados de metafase Il en medio de BETA
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Anexo 3. Analisis estadistico para maduracion in vitro de ovocitos de

porcinos

El analisis estadistico utilizando el Software R versiéon 4.4.3

Objetivo 1: Efecto del IGF-1 en la maduracién nuclear in vitro.

Para el analisis de los datos de este objetivo, los datos fueron importados

con el nombre de CvsF

1.1. Analisis estadistico para Vesicula germinal segun tratamientos

A. Verificacién de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:

shapiro.test(CvsF$ VGY% )
Shapiro-wilk normality test

data: CvsF$ VG%
w = 0.96728, p-value = 0.8383

ET valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tos
datos tienen normalidad

Prueba de homogeneidad de variancias:

TeveneTest( VG% ~Tratamiento,data=CvsF)
Levene's Test for Homogeneity of Vvariance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 1 1.7497 0.2106
12

ET1 valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que los

datos a analizar tienen homogeneidad de variancias

B. Nivel de significancia: a = 0.05
C. Prueba estadistica: “t de Student”



t.test ('VG% ~Tratamiento,data=CvsF, alternative = c("two.sided"),
var.equal = T)

Two Sample t-test

data: VG% by Tratamiento
t = 2.0763, df = 12, p-value = 0.06001
alternative hypothesis: true difference in means between group Con
trol and group IGF-1 is not equal to O
95 percent confidence interval:
-0.5852633 24.2960379
sample estimates:
mean in group Control mean in group IGF-1
25.94605 14.09067

D. Decision: El valor de P = 0.06001 es mayor que 0.05.
1.2. Analisis para Metafase | segun tratamientos

A. Verificacion de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:

shapiro.test(CvsF$ MI% )
Shapiro-wilk normality test

data: CvsF$ MI%

w = 0.96448, p-value = 0.7956

E1 valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tos
datos tienen normalidad

Prueba de homogeneidad de variancias:

TeveneTest( MI% ~Tratamiento,data=CvsF)

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

g{gup 1 1.3495 0.268

E1T valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen homogeneidad de variancias

B. Nivel de significancia: a = 0.05

97



C. Prueba estadistica: “t de Student”

t.test ( MI% ~Tratamiento,data=CvsF, alternative = c("two.sided"),
var.equal = T)

Two Sample t-test

data: MI% by Tratamiento
t =-1.7736, df = 12, p-value = 0.1015
alternative hypothesis: true difference in means between group Con
trol and group IGF-1 is not equal to O
95 percent confidence interval:
-26.328887 2.699204
sample estimates:
mean in group Control mean in group IGF-1
21.71357 33.52841

D. Decision: El valor de P = 0.1015 es mayor que 0.05.
1.3. Anadlisis estadistico para Anafase segun tratamientos

A. Verificacién de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:

shapiro.test(CvsF$ A% )
Shapiro-wilk normality test

data: CvsF$ A%
W = 0.65491, p-value = 0.0001309
ET valor de P es menor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos no tienen normalidad

Prueba de homogeneidad de variancias:

TeveneTest( A% ~Tratamiento,data=CvsF)
Levene's Test for Homogeneity of Vvariance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 1 0.7217 0.4122
12

E1T valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen homogeneidad de variancias

B. Nivel de significancia: a = 0.05
C. Prueba estadistica: Prueba de Wilcoxon

wilcox.test( A% ~Tratamiento,data=CvsF)
wilcoxon rank sum test with continuity correction

data: A% by Tratamiento
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W = 22, p-value = 0.7903
alternative hypothesis: true location shift is not equal to O

D. Decision: El valor de P = 0.7903 es mayor que 0.05.

1.4. Andlisis para Metafase Il segun tratamientos

A. Verificacion de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:

shapiro.test(CvsF$ MII% )
Shapiro-wilk normality test

data: CvsF$ MII%
W = 0.93288, p-value = 0.3347
ET valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen normalidad

Prueba de homogeneidad de variancias:

TeveneTest( MII% ~Tratamiento,data=CvsF)

Levene's Test for Homogeneity of Vvariance (center = median)
Df F value Pr(>F)

g{gup 1 0.0644 0.804

E1T valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen homogeneidad de variancias

B. Nivel de significancia: a = 0.05

C. Prueba estadistica: “t de Student”

t.test ("MII% ~Tratamiento,data=CvsF, alternative = c("two.sided")
, var.equal = T)

Two Sample t-test

data: MII% by Tratamiento
t = 0.11805, df = 12, p-value = 0.908
alternative hypothesis: true difference in means between group Con
trol and group IGF-1 is not equal to O
95 percent confidence interval:
-15.61579 17.40484
sample estimates:
mean in group Control mean in group IGF-1
18.19578 17.30125
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D. Decision: El valor de P = 0.908 es mayor que 0.05.
1.5. Analisis para Degenerados segun tratamientos

A. Verificacion de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:

shapiro.test(CvsF$ D% )
Shapiro-wilk normality test

data: CvsF$ D%
W = 0.88561, p-value = 0.06989
ET valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen normalidad

Prueba de homogeneidad de variancias:

TeveneTest( D% ~Tratamiento,data=CvsF)

Levene's Test for Homogeneity of Vvariance (center = median)
Df F value Pr(>F)

g{gup 1 0.1955 0.6662

E1T valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen homogeneidad de variancias

B. Nivel de significancia: a = 0.05

C. Prueba estadistica: “t de Student”

t.test (D% ~Tratamiento,data=CvsF, alternative = c("two.sided™),
var.equal = T)

Two Sample t-test

data: D% by Tratamiento
t = -0.64557, df = 12, p-value = 0.5307
alternative hypothesis: true difference in means between group Con
trol and group IGF-1 is not equal to O
95 percent confidence interval:
-18.392349 9.984488
sample estimates:
mean in group Control mean in group IGF-1
25.36869 29.57262

D. Decision: El valor de P = 0.5307 es mayor que 0.05.
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OBJETIVO 2: Efecto del Beta-mercaptoetanol en la maduracion
nuclear in vitro

Para el analisis de los datos de este objetivo, los datos fueron importados

con el nombre de CvsB
Nombre de Data = CvsB

2.1. Analisis para Vesicula germinal segun tratamientos
A. Verificacion de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:

shapiro.test(CvsB$ ' VG%")

Shapiro-wilk normality test
data: CvsB$ VGY%
w = 0.9555, p-value = 0.6488
E1 valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que los

datos tienen normalidad. Para acotar, si el valor de P sea menor
qgue 0.05 entonces concluiriamos que los datos no tienen normalida

Prueba de homogeneidad de varianciés:

TeveneTest( VG% ~Tratamiento,data=CvsB)

Levene's Test for Homogeneity of Vvariance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 1 0.0788 0.7837
12

El valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que los
datos tienen homogeneidad de variancias

B. Nivel de significancia: a = 0.05

C. Prueba estadistica: “t de Student”

t.test (VG% ~Tratamiento,data=CvsB, alternative = c("two.sided")
, var.equal = T)
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Two Sample t-test

data: VG% by Tratamiento
t = -0.91591, df = 12, p-value = 0.3778
alternative hypothesis: true difference in means between group Be
ta and group Control is not equal to O
95 percent confidence interval:

-21.323132 8.701622

sample estimates:

mean in group Beta mean in group Control

19.63530 25.94605

D. Decision: El valor de P = 0.3778 es mayor que 0.05.

2.2. Analisis estadistico para Metafase | segun tratamientos

A. Verificaciéon de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:

shapiro.test(CvsB$ MI% )
Shapiro-wilk normality test

data: CvsB$ MI%®
W = 0.8881, p-value = 0.0759
ET valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen normalidad

Prueba de homogeneidad de variancias:

TeveneTest( MI% ~Tratamiento,data=CvsB)

Levene's Test for Homogeneity of Vvariance (center = median)
Df F value Pr(>F)

g{gup 1 4.6352 0.05237 .

Signif. codes: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.” 0.1 “ * 1
ET valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen homogeneidad de variancias

B. Nivel de significancia: a = 0.05

C. Prueba estadistica: “t de Student”

t.test ( MI% ~Tratamiento,data=CvsB, alternative = c("two.sided")
, var.equal = T)
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Two Sample t-test

data: MI% by Tratamiento
t = 1.1261, df = 12, p-value = 0.2821
alternative hypothesis: true difference in means between group Be
ta and group Control is not equal to O
95 percent confidence interval:

-8.29159 26.03225
sample estimates:

mean in group Beta mean in group Control

30.58390 21.71357

D. Decision: El valor de P = 0.2821 es mayor que 0.05.

2.3. Analisis para Anafase segun tratamientos

A. Verificacién de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:

shapiro.test(CvsBS A% )
Shapiro-wilk normality test
data: CvsBS$ A%
W = 0.67761, p-value = 0.0002187

El valor de P es menor que 0.05, por tanto, se concluye que los
datos no tienen normalidad

B. Decision: El valor de P = 0.0002187 es menor que 0.05.
TeveneTest( A% ~Tratamiento,data=CvsB)
Levene's Test for Homogeneity of Vvariance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 1 0.2601 0.6193

12

E1T valor de P es menor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen homogeneidad de variancias

C. Prueba de Wilcoxon, debido a que los datos resultaron sin
normalidad, se realiza el analisis con la prueba de Wilcoxon

wilcox.test( A% ~Tratamiento,data=CvsB, alternative = c("two.sided

))

wilcoxon rank sum test with continuity correction
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data: A% by Tratamiento
W = 24, p-value = 1 : : :
alternative hypothesis: true location shift is not equal to O

2.4. Anadlisis para Metafase Il segun tratamientos

A. Verificaciéon de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:

shapiro.test(CvsB$ MII% )
Shapiro-wilk normality test

data: CvsB$ MII%
W = 0.95828, p-value = 0.6947
ET valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen normalidad
E1 valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que los
datos tienen normalidad

Prueba de homogeneidad de variancias:

TeveneTest( MII% ~Tratamiento,data=CvsB)
Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
group 1 1.3414 0.2693
12

El valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que los
datos tienen homogeneidad de variancias

B. Prueba de “t de Student”

t.test ( MII% ~Tratamiento,data=CvsB, alternative = c("two.sided™)
, var.equal = T)

Two Sample t-test

data: MII% by Tratamiento
t = 1.0195, df = 12, p-value = 0.3281
alternative hypothesis: true difference in means between group Bet
a and group Control is not equal to O
95 percent confidence interval:
-7.367353 20.323867
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sample estimates:
mean in group Beta mean in group Control
24.67404 18.19578

C. Decision: El valor de P = 0.3281 es mayor que 0.05, por tanto, no

existe diferencia entre tratamientos.

2.5. Analisis para Degenerados segun tratamientos

A. Verificacion de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:

shapiro.test(CvsB$ D% )
Shapiro-wilk normality test

data: CvsB$ D%
W = 0.98191, p-value = 0.9844
ET valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen normalidad

Prueba de homogeneidad de variancias:

TeveneTest( D% ~Tratamiento,data=CvsB)

Levene's Test for Homogeneity of Vvariance (center = median)
Df F value Pr(>F)

g{gup 1 0.2627 0.6176

E1T valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen homogeneidad de variancias

B. Prueba de “t de Student”

t.test (D% ~Tratamiento,data=CvsB, alternative = c("two.sided"),
var.equal = T)

Two Sample t-test

data: D% by Tratamiento
t = -0.93291, df = 12, p-value = 0.3693
alternative hypothesis: true difference in means between group Bet
a and group Control is not equal to O
95 percent confidence interval:
-18.975613 7.597649
sample estimates:
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mean in group Beta mean in group Control
19.67971 25.36869

C. Decision: El valor de P = 0.3693 es mayor que 0.05, por tanto, no

existe diferencia entre tratamientos.

OBJETIVO 3. Efecto del Beta-mercaptoetanol + IGF-1 en la
maduracién nuclear in vitro
Para el analisis de los datos de este objetivo, los datos fueron importados

con el nombre de CvsBF

1.1. Analisis para Vesicula germinal segun tratamientos

A. Verificaciéon de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:

shapiro.test(CvsBF$ VG% )
Shapiro-wilk normality test

data: CvsSBF$ VG%
w = 0.97166, p-value = 0.8981
ET valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen normalidad

Prueba de homogeneidad de variancias:

TeveneTest( VG% ~Tratamiento,data=CvsBF)

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

g{gup 1 1.3934 0.2607

E1T valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen homogeneidad de variancias
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A. Prueba de “t de Student”

t.test (" VG% ~Tratamiento,data=CvsBF, alternative = c("two.sided")
, var.equal = T)

Two Sample t-test

data: VG% by Tratamiento
t = -2.0804, df = 12, p-value = 0.05958
alternative hypothesis: true difference in means between group B+I
GF-1 and group Control is not equal to O
95 percent confidence interval:
-24.7156364 0.5710722
sample estimates:
mean in group B+IGF-1 mean in group Control
13.87377 25.94605

B. Decision: El valor de P es P = 0.05958 mayor que 0.05, por tanto,
no existe diferencia entre tratamientos.

3.2. Analisis para Metafase | segun tratamientos

A. Verificaciéon de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:

shapiro.test(CvsBF$ MI% )
Shapiro-wilk normality test

data: CvsBF$ MI%
W = 0.9076, p-value = 0.1454
E1 valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que los
datos tienen normalidad

Prueba de homogeneidad de variancias:

TeveneTest( MI% ~Tratamiento,data=CvSBF)

Levene's Test for Homogeneity of Vvariance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 1 0.6493 0.436

12
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ET valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen homogeneidad de variancias

B. Prueba de “t de Student”

t.test ( MI% ~Tratamiento,data=CvsBF, alternative = c("two.sided")
, var.equal = T)

Two Sample t-test

data: MI% by Tratamiento
t = 2.311, df = 12, p-value = 0.03941
alternative hypothesis: true difference in means between group B+I
GF-1 and group Control 1is not equal to O
95 percent confidence interval:
0.756765 25.705900
sample estimates:
mean in group B+IGF-1 mean in group Control
34.94490 21.71357

C. Decision: E | valor de P= 0.03941 es menor que 0.05, por tanto,
existe diferencia entre tratamientos.

3.3. Analisis para Anafase segun tratamientos

A. Verificaciéon de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:

shapiro.test(CvsBF$ A% )
Shapiro-wilk normality test

data: CvsSBF$ A%
W = 0.71349, p-value = 0.0005115
E1 valor de P es menor que 0.05, por tanto, se concluye que los
datos no tienen normalidad

Prueba de homogeneidad de variancias:

TeveneTest( A% ~Tratamiento,data=CvsBF)

Levene's Test for Homogeneity of Vvariance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 1 0.0172 0.8977
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E1T valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen homogeneidad de variancias

B. Prueba de Wilcoxon

C. Decisién: El valor de P es mayor que 0.05, por tanto, no existe
diferencia entre tratamientos.

Alternativamente se evalud la Prueba de “t de Student”

3.4. Analisis para Metafase Il segun tratamientos
A. Verificacién de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:
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ET valor de P es menor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos no tienen normalidad

Prueba de homogeneidad de variancias:

El valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que los
datos tienen homogeneidad de variancias

B. Prueba de “Wilcoxon”

C. Decision: El valor de P= 0.9015 es mayor que 0.05, por tanto, no

existe diferencia entre tratamientos.

Prueba de “t de Student”
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mean in group B+IGF-1 mean in group Control
13.27058 18.19578

3.5. Analisis para Degenerados segun tratamientos
A. Verificaciéon de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad:

shapiro.test(CvsBF$ D% )
Shapiro-wilk normality test

data: CvsBF$ D%
W = 0.93589, p-value = 0.3682
ET valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen normalidad

Prueba de homogeneidad de variancias:

TeveneTest( D% ~Tratamiento,data=CvsBF)

Levene's Test for Homogeneity of Vvariance (center = median)
Df F value Pr(>F)

g{gup 1 2.8881 0.115

E1T valor de P es mayor que 0.05, por tanto, se concluye que Tlos
datos tienen homogeneidad de variancias

B. Prueba de “t de Student”

t.test (D% ~Tratamiento,data=CvsBF, alternative = c("two.sided"),
var.equal = T)

Two Sample t-test

data: D% by Tratamiento

t = 0.84459, df = 12, p-value = 0.4149

alternative hypothesis: true difference in means between group B+I
GF-1 and group Control 1is not equal to O

95 percent confidence interval:
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-5.70831 12.93529

sample estimates:

mean in group B+IGF-1 mean in group Control
28.98218 25.36869

C. Decision: El valor de P= 0.4149 es mayor que 0.05, por tanto, no

existe diferencia entre tratamientos.

4. ANALISIS ESTADISTICO SEGUN TRATAMIENTOS

Para el analisis de los datos de este objetivo, los datos fueron importados
con el nombre de Ale

4.1. Analisis para Vesicula germinal segun tratamientos
A. Verificaciéon de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad

shapiro.test(Ale$ VG% )
Shapiro-wilk normality test

data: Ale$ VG%
w = 0.94958, p-value = 0.1934

Prueba de Normalidad para los residuos

resvl<-residuals(vl)
shapiro.test(resvl)

Shapiro-wilk normality test

data: resvl
w = 0.97099, p-value = 0.6074

Prueba de Homogeneidad de variancias
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B. Nivel de significancia: a = 0.05

C. Prueba estadistica: Analisis de Variancia (ANVA)

D. Decision: El valor de P = 0.1405 es mayor que 0.05, no se

rechaza la hipétesis nula

4.2, Analisis estadistico para Metafase | segun tratamientos
A. Verificacion de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad

Prueba de Homogeneidad de Variancias
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B. Nivel de significancia: a = 0.05

C. Prueba estadistica: Analisis de Variancia (ANVA)

D. Decision: El valor de P = 0.3642 es mayor que 0.05, no se
rechaza la hipotesis nula

4.3. Analisis para Anafase segun tratamientos
A. Verificacién de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad

Prueba de normalidad de los residuos
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Prueba de Homogeneidad de Variancias

B. Nivel de significancia: a = 0.05

C. Prueba estadistica: Prueba de Kruskal Wallis

D. Decision: El valor de P = 0.947 es mayor que 0.05, no se

rechaza la hipoétesis nula

4.4. Anadlisis estadistico para Metafase Il segun tratamientos

A. Verificacion de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de

Variancias

Prueba de Normalidad
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resdca<-residuals(m2)
shapiro.test(resdca)

Shapiro-wilk normality test

data: resdca
w = 0.94994, p-value = 0.1974

Prueba de Homogeneidad de variancias

TeveneTest( MII% ~Tratamiento,data=Ale)
Levene's Test for Homogeneity of variance (center = median)
Df F value Pr(>F)
ggoup 3 1.997 0.1413
4

B. Nivel de significancia: a = 0.05

C. Prueba estadistica: Analisis de Variancia (ANVA)

m2=Tm( MII% ~Tratamiento,data=Ale)
anova(m2) :
Analysis of Vvariance Table

Response: MII%
Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)

Tratamiento 3 468.42 156.14 1.244 0.3158
Residuals 24 3012.41 125.52

D. Decision: El valor de P = 0.3158 es mayor que 0.05, no se

rechaza la hipotesis nula

4.5. Analisis estadistico para Degenerados segun tratamientos
A. Verificaciéon de supuestos de Normalidad y Homogeneidad de
Variancias

Prueba de Normalidad
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Prueba de homogeneidad de variancias

B. Nivel de significancia: a = 0.05
C. Prueba estadistica: Analisis de Variancia (ANVA)

D. Decision: El valor de P = 0.5116 es mayor que 0.05, no se

rechaza la hipotesis nula
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