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RESUMEN

La presente investigacion se llevd a cabo con el objetivo principal de
evaluar el efecto de la adicion de fluido folicular y el suero fetal bovino en el medio
de maduracién in vitro de ovocitos de porcinos, para tal investigacion se
recolectaron 1003 foliculos de los cuales se aspiraron de 169 ovarios. De estos,
708 COCs fueron seleccionados, recuperados y clasificados en categorias A, B
y C, los cuales fueron distribuidos en 3 tratamientos: T1 (TCM+PVA al 0,1 %) T2
(TCM+10 % de SFB) T3 (TCM+10 % de FF). Los resultados mostraron que el
SFB redujo el porcentaje de ovocitos en vesicula germinal, obteniendo un 30,37
%, de igual forma redujo el porcentaje de ovocitos de Metafase |, obteniendo un
20,41 %, el porcentaje de ovocitos en metafase Il tuvo una mejora muy marcada,
obteniendo un 30,37 %, e incrementd la degeneracion hasta un 18,85 %. El FF
redujo el porcentaje de ovocitos en vesicula germinal, obteniendo un 37,36 %, se
disminuy6 en Metafase | a un 24,70 %, elevo considerablemente el porcentaje en
Metafase |l, obteniéndose un 30,00 %, y el porcentaje de degenerados
incremento a un a un 20,00% Estos resultados sugieren que tanto el SFB como

el FF favorecen la maduracion nuclear in vitro de ovocitos porcinos.

Palabras clave: fluido folicular, suero fetal bovino, biotecnologia

reproductiva, maduracién in vitro, ovocitos porcinos



ABSTRACT

This study was conducted with the primary objective of evaluating the effect
of adding follicular fluid and bovine fetal serum to the in vitro maturation medium
for porcine oocytes. For this study, 1,003 follicles were collected, 169 of which
were aspirated from ovaries. Of these, 708 COCs were selected, recovered, and
classified into categories A, B, and C, which were distributed across 3 treatments:
T1 (TCM + 0,1 % PVA), T2 (TCM + 10 % FBS), and T3 (TCM + 10 % FF). The
results showed that SFB reduced the percentage of oocytes in the germinal
vesicle to 30.37%, it also reduced the percentage of oocytes in metaphase | to
20,41 %; the percentage of oocytes in metaphase Il showed a marked
improvement, reaching 30,37 %; and degeneration increased to 18,85 %. FF
reduced the percentage of oocytes in the germinal vesicle to 37.36%, decreased
the percentage in Metaphase | to 24,70 %, and significantly increased the
percentage in Metaphase Il to 30,00 %, and the percentage of degenerated
oocytes increased to 20,00 %. These results suggest that both SFB and FF

promote the in vitro nuclear maturation of porcine oocytes.

Keywords: follicular fluid, fetal bovine serum, reproductive biotechnology, in vitro

maturation, porcine oocytes.
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INTRODUCCION

La poblacién mundial basada en su incremento y el crecimiento de la
demanda de alimentos ocasiona presiones sobre los recursos de la naturaleza.
El ser humano ha elaborado aptitudes cada vez mejores para permitirle,
abastecerse de productos alimenticios. Uno de los sectores clave para dicho
fin basados en tecnificacion es la ganaderia y la biotecnologia se apunta como
ruta de esperanza; ademas, es latente (Urrego y Restrepo, 2006) la reduccién
de importaciones de productos de origen animal, para lo cual es necesario
incrementar tecnologia en producciones rurales para hacerlas competitivas

(Vivanco, 2007).

La biotecnologia animal ha logrado un significativo avance, alcanzando
un control reproductivo y control genético alcanzando puntos como la
clonacion y la transgénesis (Hansen, 2006). Muchos campos lograron

resultados de dichos estudios, contando con una literatura muy amplia.

La clonacion de embriones porcinos tuvo un avance significativo, pero
aun existen dificultades, siendo mas resaltantes en los en embriones

provenientes de la maduracion in vitro. El factor determinante no ha sido



identificado aun, ello hace necesario investigar procesos distintos, tanto en
maduracién, clonacion y transgénesis, para poder lograr un estandar de

calidad en la produccién de embriones (Hansen, 2006).

Existen funciones fisiolégicas similares entre humanos y cerdos, ello
permite realizar investigaciones biomédicas en el area de genotransplantes,
pero esto sigue siendo un reto por la carencia en la produccién in vitro de

ovocitos con calidad necesaria (Gil et al., 2010).

En consecuencia, el presente estudio tuvo como objetivo principal
determinar el efecto de la suplementacién con fluido folicular y suero fetal
bovino sobre el proceso de maduracion in vitro de ovocitos porcinos. Y de esa
manera aportar conocimientos sobre estandarizacion del procedimiento en la

maduracién in vitro de ovocitos porcinos.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion del problema

La maduracion in vitro de ovocitos porcinos es una etapa de vital
importancia dentro de las diferentes biotecnologias reproductivas, ya que
afecta de manera directa al éxito de la fecundacion in vitro y el desarrollo
embrionario posterior. Para lograr un proceso adecuado y eficiente, el medio
de cultivo tiene que imitar las condiciones fisioldgicas presentes en el foliculo
ovarico, proporcionando al ovocito los nutrientes, hormonas, factores de
crecimiento y condiciones necesarias para lograr una maduracion nuclear y
citoplasmatica 6ptima. Es por ello que los suplementos adicionados al medio
de maduracion tienen la importancia para lograr calidad y viabilidad del ovocito

(Grupen, 2014).

Entre los suplementos mas usados para este proceso se encuentran el
suero fetal bovino y el fluido folicular (Tesfaye et al., 2022). El suero fetal
bovino (SFB) se emplea debido a la composicién de su contenido, siendo
fuente de proteinas, aminoacidos, vitaminas, lipidos, factores de crecimiento y

moléculas transportadoras, todo ello favorece la viabilidad celular, el



metabolismo ovocitario y la conexidén ovocitaria y los COCs. Su importancia se
centra en su capacidad para promover la viabilidad ovocitaria y aumentar el
porcentaje de ovocitos que alcanzan la metafase Il, lo que lo convierte en un
suplemento clave en protocolos de maduracion ovocitaria. No obstante, su
origen y su composicién podrian generar respuestas diferenciadas a lo largo
del proceso denominado maduracién in vitro, alterando la uniformidad y
calidad de los resultados finales. De igual forma, el fluido folicular otorga un
ambiente fisiolégico natural del ovocito, ya que contiene hormonas
esteroideas, gonadotropinas, factores de crecimiento, antioxidantes vy
metabolitos esenciales que participan activamente en el crecimiento y la
maduracién ovocitaria (Algriany et al., 2004). El uso de fluido folicular como
suplemento podria favorecer una maduracion mas cercana a las condiciones
in vivo, mejorando la maduracion del ovocito. Su importancia radica en su
capacidad para estimular la maduracion nuclear y contribuir a la calidad
funcional del ovocito, aunque su efectividad puede variar en funcion del origen

y composicién del fluido folicular.

El proceso de maduracién del citoplasma ovarico porcino podria

optimizarse a través de la disminucioén del estrés oxidativo generado por la



acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales crean un

entorno desfavorable durante la maduracion in vitro (Tatemoto et al., 2000).

A pesar del conocimiento de estos suplementos, existe limitada
informacion comparativa, especialmente a nivel local, sobre el efecto
especifico del FF y del SFB en la maduracion in vitro de ovocitos porcinos.
Esta falta de evidencia dificulta la seleccion del suplemento mas adecuado
para optimizar los protocolos de maduracion in vitro (Krisher, 2004). En este
sentido, surge la necesidad de evaluar el efecto de ambos suplementos sobre
la maduracion in vitro de ovocitos porcinos, con el propésito de obtener
informacion cientifica capaz de contribuir en la mejora de los procedimientos
de biotecnologia reproductiva y fortalecer el conocimiento en el ambito

académico y productivo.

1.2.  Justificacion

El trabajo de investigacion tuvo como finalidad fomentar el estudio de
las caracteristicas de los suplementos para la maduracion in vitro de ovocitos;
en consecuencia, la presente investigacion se orienté a evaluar el efecto de

dos suplementos en la maduracion in vitro de ovocitos de porcinos.



La produccion de embriones inicia con la maduracion in vitro de
ovocitos, asi también como el estudio de células madre, la obtencién de

animales transgénicos y la clonaciéon (Kakkaresy et al., 2010).

La biotecnologia reproductiva brinda variedad de aplicacion en especies
como el porcino, llegando a estudiar células madres obtenidas de blastocitos
porcinos, siendo de gran importancia en la aplicacion sobre enfermedad
comunes en humanos. (Donglin et al., 2023), para alcanzar la obtencion de

células madre, es necesaria la fertilizacion in vitro de ovocitos.

En el aspecto biomédico y productividad, el porcino es de gran
importancia, es por ellos que las mejoras reproductivas de la mano del manejo
de genes logran el mejoramiento genético, el cual puede aplicarse en
mejoramiento productivo del porcino o en estudios de transgénesis. (Marinone

et al., 2018).

La produccién in vitro embrionario o estudios similares son escasos en
nuestro pais, es por ello que nuestro estudio busca aportar en la biotecnologia

reproductiva, especificamente en los medios de maduracion, y se esa forma



conseguir mejores resultados en el momento de realizar estudios referentes a

porcinos.

De la misma forma, se estima que nuestro estudio es de utilidad para
areas de investigacion en la elaboracion de protocolos adecuados sin la

necesidad de productos escasos o0 no disponibles.

El estudio tuvo como objetivo comparar el efecto de la adicion de fluido
folicular y el suero fetal bovino en el medio de maduracion in vitro de ovocitos
porcinos. Ademas, los resultados obtenidos seran de mucha ayuda para
préximas investigaciones similares, porque permite obtener informacion de la

maduracion in vitro, en todas las fases del desarrollo embrionario.

Desde el punto de vista metodoldgico se obtuvieron ovarios para la
recuperacion por puncién de los COCs, los cuales fueron clasificados para
posteriormente adicionar fluido folicular y suero fetal bovino, luego se
sometieron a la maduracion in vitro, finalmente pasaron por la tincion para

observarlos en el microscopio de fluorescencia.

El trabajo de investigacion tuvo como finalidad fomentar el estudio sobre

los suplementos usados en la maduracion in vitro de ovocitos porcinos.



1.3.

1.3.1.

1.3.2.

1.4.

1.4.1.

Objetivos
Objetivos generales
e Comparar el efecto de la adicion de fluido folicular y el suero fetal

bovino al medio de maduracion in vitro de ovocitos de porcinos

Objetivos especificos

e Determinar el efecto del suplemento fluido folicular al medio de
maduracion in vitro de ovocitos de porcinos.

e Determinar el efecto del suplemento suero fetal bovino al medio de
maduracion in vitro de ovocitos de porcinos.

Hipotesis

Hipotesis de investigacion

Ho: La adicion de suplementos como fluido folicular y suero fetal bovino

no tiene efectos significativos sobre la maduracion in vitro de ovocitos

de porcinos.

Hi: La adicidon de suplementos como fluido folicular y suero fetal bovino

tiene efectos significativos sobre la maduracion in vitro de ovocitos de

porcinos.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Internacionales

Restrepo et al. (2011) en Colombia (Antioquia), Evaluaron el efecto de
dos suplementos fluido folicular y suero fetal bovino sobre la maduracion in
vitro de oocitos equinos. Ambos fueron incorporados de manera individual en
una concentracion del 20 %, en medio Tissue Culture Medium-199 (TCM-199)
el cual fue suplementado adicionalmente con ganadotropinas, hormona
foliculo estimulante y luteinizante (FSH y LH), antibiéticos, glutamina, insulina,
transferrina y selenio. Los ovocitos fueron cultivados en grupos de 5 durante
36 horas bajo condiciones controladas de 39°C, 5 % de CO2 y 90 % de
humedad relativa. Los resultados obtenidos mostraron un mayor porcentaje de
expansion celular del cumulo en los oocitos tratados con suero fetal bovino
(47,5 %), en comparacion con aquellos suplementados con fluido folicular
(16,2 %). Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los porcentajes totales de maduracién in vitro (MIV) entre

ambos tratamientos.



Restrepo et al. (2007) en Colombia (Medellin), evalué el efecto de la
suplementacién con suero fetal bovino durante la maduracion in vitro de
oocitos bovinos sobre su actividad mitocondrial y posterior desarrollo in vitro.
Realizaron la maduracion in vitro en medio Syntetic Oviduct Fluid (SOF) de
calidad (aa) en tratamientos en presencia o ausencia de suero fetal bovino.
Posteriormente, los ovocitos fueron fertilizados y cultivados in vitro con el fin
de evaluar sus tasas de desarrollo hasta el estadio de morula. Las
comparaciones entre los tratamientos se realizaron mediante la prueba t de
Student. Los resultados mostraron una mayor proporciéon de actividad
mitocondrial en los ovocitos madurados en un medio libre de suero (44,4 +
1,82 %) en comparacion con aquellos cultivados en presencia de suero (31,2
+ 1,429), evidenciandose diferencias estadisticamente significativas (P <

0,05).

Argudo et al. (2018) en Ecuador (Guayaquil), determiné el efecto del
fluido folicular porcino en la maduracion in vitro de complejos cumulo-ovocitos
(COC’s) obtenidos de cerdas prepuberes. A partir de los cuales se aislaron los
COC'’s, asi como el fluido folicular porcino. Los COC'’s de calidad excelente y
buena (n = 245) fueron distribuidos aleatoriamente en tres grupos

experimentales, a los que se les adiciono diferentes concentraciones de fluido

10



folicular: 0 % (n =79), 10 % (n = 94) y 20 % (n = 72). Posteriormente, fueron
incubados durante 48 horas. Los resultados evidenciaron que el grupo sin
suplementaciéon (0 %) presentdé una menor tasa de maduracion (21,33 £ 1,4
%) en comparacion con los grupos suplementados con 10 % (51,53 + 3,4 %)
y 20 % (52,93 = 5,7 %), observandose diferencias estadisticamente

significativas (P < 0,05).

2.1.2. Nacionales

Castro (2018) en Lima, Evalué el efecto del fluido folicular como
suplemento en el medio de maduracion sobre las tasas de maduracion in vitro
de ovocitos de alpaca. Los complejos cumulus-oophorus (CCO) fueron
colocados en un medio de maduracién suplementado con suero fetal bovino
(SFB), fluido folicular (FF) o ambos (SFB+FF) y cultivados a 38,5 °C, 5 % de
CO2 y 100 % de humedad relativa durante 32 a 36 horas. La madurez
ovocitaria fue determinada posterior al cultivo mediante la identificacion del
primer cuerpo polar. Los resultados evidenciaron un promedio de maduracion
del 25 % en los CCO tratados unicamente con SFB, mientras que los grupos
suplementados con FF y con la combinacion SFB+FF presentaron promedios

de 24,7 %y 19,2 %, respectivamente.

11



Onofre (2019) en Huancayo, evalué la maduracion in vitro de ovocitos
de alpaca adicionando suero fetal de alpaca al medio de maduracién, se
obtuvieron ovario del camal municipal de Huancavelica, siendo un total de 110
ovarios, posteriormente se llevaron las muestras al laboratorio para ser
aspirados. Se obtuvieron 431 ovocitos (I Y Il) y se cultivaron en medio de
maduracion Tissue Culture Medium-199 (TCM 199) con hormona foliculo
estimulante (FSH), piruvato de sodio, antibiético (gentamicina), hormona
(estradiol) ademas de diferentes concentraciones de suero folicular (SFA: 10
%, 15 % Yy 20 %) y suero fetal bovino (SFB: 10 %). El cultivo se realizé durante
26 horas a 38,5°C. obteniéndose (10 % SFA) 35,16 %, (15 % SFA) 32,32 %,

(20 % SFA) 37,07 % Y (10 % SFB) 20,00 %).

2.1.3. Antecedentes locales

Limache (2015) en Tacna, evalud el medio de maduraciéon afiadiendo
fluido folicular para la obtencion de embriones bovinos in vitro. Se obtuvieron
muestras para posteriormente obtener ovocitos inmaduros y llevarlos a
maduracién distribuyéndolos aleatoriamente en 2 grupos: Tissue Culture
Medium-199 (TCM-199) + Hormonas y TCM-199 + fluido folicular (FF), los

cuales se sometieron a maduracion in vitro por un lapso de 24 horas. Los

12



resultados de la maduracién in vitro de ovocitos obtenidos transcurrido el

tiempo establecido fueron los siguientes: TCM + H 58 %; TCM + FF 54 %.

El parametro temporal para una maduracion in vitro optima es aun
indefinida, ello lo podemos corroborar con los estudios citados en nuestra
investigacion, las diferencias son irregulares e insuficientes como para poder

definir un protocolo en cuanto a maduracion in vitro.

2.2. Base teodrica

2.2.1. Aspectos generales del desarrollo del ovocito

Para lograr la preparacion del ovocito para una fecundacion exitosa y
asegurar el desarrollo embrionario, se deben lograr modificaciones
citoplasmaticas y nucleares. La linea germinal aparece y con ella las células
primordiales, las cuales posteriormente daran lugar al cumulo. (Sanchez,
2000) los espermatozoides se encargan de degradar el cumulo mediante

produccion enzimatica (Arthur y Noakes, 2003).

Las estructuras celulares se dan con el crecimiento del ovocito, el cual

sufre cambios en su estructura, pasando de difuso a denso. (Azada, 2000).

13



2.2.2. Estructura del ovocito
Zona pellucida

Se refiere a la membrana que recubre al ovocito. Su composicion es a
base de glicoproteinas, las cuales tienen propiedades funcidnales e
inmunoldgicas, estas glicoproteinas forman la membrana de 0,015 mm de

grosor aproximadamente (Laing et al., 2006).

Membrana plasmética

Es una membrana conformada de proteinas en forma de fibras, cuyos
receptores facilitan la captacion de esperma, también cumple una funcién de
equilibrio intracelular y extracelular, similares a la célula eucariota (Bayer,

2010).

Pronucleo ovular

Es la parte central del ovocito y en ella se aloja gran parte del cédigo
genético. Al momento de lograrse la fecundacién, este se fusiona con el

pronucleo espermatico y forman el nucleo del zigoto (Alvarifio y Ubilla, 2003).

Granulos corticales

14



Se encuentran en la parte interna de la membrana del ovulo y tienen
una forma vesicular, su tamafio varia entre 0,3 a 0,5 micras, después de la
fecundacion, estas se fusionan con la membrana para evitar la entrada de

otros espermatozoides al interior dl ovulo. (Hafez, 2002).

Espacio perivitelino
Se refiere al espacio entre la zona pellucida y el ovocito, y es en este
espacio donde sucede la liberacion de cuerpos polares durante la maduracion,

su espesor varia entre 0,2 y 0,4 micras (Cabodevila y Teruel, 2001).

2.2.3. Ovogeénesis
En las hembras de los mamiferos, los 6rganos reproductores son los
ovarios, productores de los gametos femeninos que son los ovocitos y de las

hormonas sexuales femeninas (estrégenos y progestagenos).

Es una secuencia de procesos como diferenciacion, crecimiento y
maduracion celular. Posteriormente ocurre el desarrollo embrionario. (Gilbert,
2005). Es en este proceso donde ocurre la progresion del ciclo, la meiosis se
completa, es por ello que la ovogénesis es crucial. (Van Woudenberg et al.,

2012).
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El inicio de la ovogénesis se da en las células primordiales y culminan
con los ovocitos en metafase Il (Gigli et al., 2006).
Los ovocitos primarios dan el ciclo a la meiosis, logrando otra division

celular y dando lugar al cuerpo polar y al ovocito secundario (Gilbert, 2005).

Posterior a ello ocurre la segunda division celular, el citoplasma

mantiene sus estructuras y libera el segundo cuerpo polar (Gilbert, 2005).

2.2.4. Foliculo y foliculogénesis

Es la unidad estructural del ovario, se refiere al ovocito inmaduro y sus
capas celulares externas diploides como la granulosa y la teca (Gigli et al.,

2006) (Hutt y Albertini, 2007).

En otro contexto, la foliculogénesis se refiere a la formacion, crecimiento
y diferenciacion del foliculo (Gigli et al., 2006), cuya funcién principal es
obtener un foliculo maduro (Combelles, 2013). Esto ocurre en dos fases: la
fase primaria es de formacion y crecimiento de foliculos primordiales, primarios
y secundarios, la fase secundaria se refiere a la formacion de foliculos

preovulatorios (Araujo et al., 2014).
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* Foliculo primordial

Se encuentra almacenados en los ovarios y se protegen con la
membrana basal y células de la granulosa. (Gilbert, 2005) (Hutt y Albertini,
2007). Los foliculos primordiales se forman en la meiosis, durante el paquiteno
y el diploteno (Gilbert, 2005).

Estos se liberan de manera periddica para su posterior crecimiento (Hutt
y Albertini, 2007).

* Foliculo primario

Posterior al inicio de la activacion celular de los primordiales, surgen los
foliculos primarios rodeados de células cuboides de una sola capa (Gilbert,
2005).

* Foliculo secundario

La caracteristica principal de un foliculo secundario es su capa de
granulosa conformada por 2 0 mas capas. Es en esta etapa donde inicia la

formacion de la zona pellcida, las tecas, la sintesis de ARN (Gilbert, 2005).

* Foliculo terciario o pre-antral

Una interaccion del ovocito con las células de la granulosa da lugar al

foliculo prer-antral, y asi lograr la produccion hormonal (Hutt y Albertini, 2007).
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Se completa la meiosis y la formacién de la zona pellcida, el ovovcito
incrementa su tamafo y produce fluido folicular en la cavidad antral (Hutt y

albertini, 2007).

* Foliculo antral o foliculo de De Graff

Es la etapa final del desarrollo folicular, en esta etapa el antro folicular
se encuentra completamente lleno de fluido folicular, y aparecen las células
del cumulus que se ubican rodeando al CCO, también se hace presente una
lamina vascularizada formada de células, es decir, la teca (Combelles, 2013).
Las hormonas desencadenan este estadio, teniendo como resultado la
liberacion de un ovocito con facultades de madurez. (Gilbert, 2005) (Hutt y
Albertini, 2007). También se inician las interacciones entre las células del

cumulus y el ovocito (Gilbert, 2005) (Hutt y Albertini, 2007).

2.2.5. Dindmica folicular del porcino

En el porcino se comprenden 2 procesos: el primero es el reclutamiento
folicular y el segundo es la seleccion folicular (Foxcroft et al., 1985). Todo inicia
cuando el foliculo alcanza 1mm de diametro, ubicandose estas en la superficie

ovarica, sus dimensiones varias entre 1 a 56 mm (Foxcroft et al., 1985).
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El numero de foliculos en el porcino es superior a otras especies
domésticas (Evans, 2003). El numero visible de foliculos es variable entre 30
a 90 foliculos. (Guthrie et al., 1995). EI nimero de foliculos de menor tamafio
se reduce, para quedar Unicamente foliculos ovulatorios. (Guthrie et al., 1995).
Cuyo tamafio es de 7 a 710 mm antes de iniciar la ovulacion (Dalin et al., 1995).
Ya que en la fase luteal se coordinan los factores referentes al desarrollo
(Guthrie et al., 1995). La atresia folicular es regular en esta etapa, asi como
también el crecimiento folicular (Guthrie et al., 1995) todo ello sin depender de
la cantidad de hormonas en el citoplasma. (Guthrie et al., 1995). La produccién
hormonal se da por el cuerpo luteo, las cuales regulan dichas concentraciones
aptas para la captacion folicular, lo cual se asocia a la falta de maduracién
durante a pase luteal. (Driancourt, 2001). El tamafio folicular de los foliculos

gue lograron liberarse se aumenta hasta el dia 16 del ciclo estral (Cox, 1997).

Los foliculos antrales atrapan a los foliculos ovulatorios durante la fase
luteal, los cambios hormonales se evidencian originando un incremento de LH
y FSH y reduciendo la progesterona, esto solo sucede con los foliculos de
mayor tamafio y ocurre la atresia celular con los mas pequefios. (Soede et al.,

2007).

19



Ocurre también una evidente diferencia en el crecimiento y maduracion
folicular a causa de la dominancia, y se refleja en la captacion mas eficiente
de foliculos dominantes y una captacion practicamente nula de foliculos

pequefios (Driancourt, 2001).

2.2.6. Interaccién ovocito — células de la granulosa

Se define como una interaccion paracrina entre la célula ovocitaria y las
estructuras celulares que conforman la capa granulosa, estas interacciones
estan sujetas a un cambio con relacion al tiempo, pero logrando la maduracién

del ovocito (Dumesic et al., 2015).

Al momento de iniciarse la foliculogenesis se observan contactos
especificos en los ovocitos llamados proyecciones trans-zonales (Hutt y
Albertini, 2007). Estos procesos citoplasmaticos se componen de estructuras
tubulares y filamentosas que logran una comunicacion fisiolégica entre la capa

celular de la granulosa con el ovocito.

Estas estructuras transportan nutrientes y otras moléculas entre estas

2 partes. (Hutt y Albertini, 2007).

El mantenimiento del ovocito esta a cargo de las células de la granulosa,

mediante el intercambio nutricional y hormonal que permiten una maduracion
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adecuada del ovocito (Hutt y Albertini, 2007) (Kakkaresy et al.,, 2010)
(Wigglesworth et al., 2013) (Casillas et al., 2014). Los compuestos que ayudan
en la maduracion meiotica, se dan por parte de las células del cumulus, y la
accion es mas notoria en foliculos antrales de dimensiones adecuadas, lo

foliculos pequefios no logran este proceso (Silva et al., 2016).

El crecimiento folicular es dominado por el ovocito, pero necesita del
complemento de otros factores, logrando un reclutamiento de células en la
teca y otros componentes extracelulares (Dias et al., 2014) (Casillas et al.,

2015).

2.2.7. Maduracion IN VIVO del ovocito

Este proceso abarca el inicio de la separacion meiotica proseguida la
liberacion del cuerpo polar inicial, cuya conformacion genética de cromosomas
es haploide, y con disposicion para una posterior fertilizacién, como también

un desarrollo embrionario (Yang y Chian, 2017).

Se evidencia un crecimiento de la sintesis de proteinas por parte de la
granulosa, estos componentes se unen a otros factores y activan la

reanudacion de la meiosis, la accién enzimatica leva a las células del cumulus
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a iniciar una expansion continua. Todos estos cambios conllevan a la
produccion de un ovocito con capacidad de liberar un ovocito haploide en el
estadio de metafase Il, y con ello tener la capacidad de posteriores procesos
como: maduracion, fertilizacion y desarrollo embrionario (Dumesic et al.,

2015).
2.2.8. Ovulacién

Se define como la liberaciébn del ovocito por ruptura del foliculo
dominante para su posterior fecundacion. En otras especies se inicia con la
intervencién hormonal de la LH y por estimulos externos para lograr una
ovulacion inducida y con esto lograr la liberacion del ovocito. (Fernandez,
1971). En especies como los camélidos sudamericanos, se plantea que el
plasma seminal tiene alguna incidencia en la liberacion del ovocito. (Gigli et

al., 2006).

El estradiol sufre variaciones después de la liberacion del ovocito, pero
disminuye a las 22 horas aproximadamente. (Lopez, 2014). Una vez lograda
la copula, ocurre la ovulacion (26-30 horas después) o también se puede
inducir con aplicacion hormonal, por lo general, se libera un Unico ovocito, pero
hay reportes de liberacion multiples después de realizar monta natural. (Brown,

2000).
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2.2.9. Maduracién IN VITRO del ovocito

La maduracién in vitro tiene reportes desde el afio 1935, con autores
como Pincus y Enzmann quienes fueron citados en trabajos anteriores por (De
Matos, 1999), notando una meiosis en ovocitos de conejo, esto se vio luego

de colocar los ovocitos en medios de cultivo.

La maduracion in vitro se plantearia como la remocion de foliculos
inmaduros para cultivarlos in vitro en medios apropiados que incentiven la
maduracion hasta metafase I, permitiendo asi la adquisicion de competencias

necesarias para la fecundacion y el posterior desarrollo embrionario.

2.2.10. Técnicas de recuperacion de los cco

* Técnica de aspiracién folicular

Es la técnica mas empleada para la recuperacion de CCOs. Para ello
se utiliza una jeringa con su respectiva aguja con las que por medio de la
puncion se aspiran los foliculos ubicados en la parte externa del ovario
(Chuquipaype y Eron, 2015).

* Técnica de cortes

Consiste en realizar cortes al ovario para lograr la liberacién de liquido

folicular, para esto se emplea hojas de bisturi. Segun la informacién revisada,
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esta técnica ofrece mejor capacidad de recuperacién de CCOs. (Mehmood et

al., 2011) (Chuquipaype y Eron, 2015) (Turpo et al., 2015).

2.2.11. Seleccién de los CCO

La estructura morfolégica de los CCOs es fundamental en la
maduracioén in vitro. Siendo el nimero de capas del cumulus un factor muy
importante al momento de hacer la seleccion, por eso es de vital importancia
seleccionar ovocitos con mas de 3 capas para obtener mejores resultados.
(Kakkaresy et al., 2010).

El nimero de capas del cumulus observados al microscopio determina
la seleccidn, ello determina la capacidad de maduracion del ovocito. (De Loos
et al., 1989). La clasificacidén se da en 4 clases o categorias:

*Clase 1

CCOs con células del cumulus superior a 5 capas cuya distribucion
rodeen por completo el ovocito y con homogeneidad citoplasmatica.

* Clase 2

CCOs con células del cumulus inferior a 5 capas cuya distribucion

rodeen completamente el ovocito y con homogeneidad citoplasmatica.
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*Clase 3

CCOs con células del cumulus difusas e incluso sin llegar a formar
capas, y citoplasma difuso.

*Clase 4

CCOs con citoplasma difuso o incompleto y ausencia de células del
cumulus.

Para que la maduracion in vitro sea exitosa, se recomienda usar
ovocitos de clase 1y 2, ya que ello asegura un mejor desempefio en el medio

de maduracion e incrementa la posibilidad de la fertilizacion in vitro.

2.2.12. Medios de maduracioén

Los medios utilizados en la cultivacion para la maduracion en
laboratorio son variados. Pero comparten similitud en sus componentes como:
vitaminas, sales, aminoacidos, glucosa, etc. Entre ellos el que mas se usa es

el TCM-199 (Chuquipaype y Erén, 2015).

Al mismo tiempo, la adicion de sustratos influencia la maduracion,
existen sustratos que mejoran la maduracion como proteinas, fluidos

bioldgicos y hormonas, otros como las gonadotropinas logran un incremento
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en la tasa de maduracion. (Kim et al., 2008). Es por ello la importancia de
aditivos del medio de maduracion, esto podria determinar la influencia de las
tecnologias reproductivas, es por ello que la maduracion incompleta guarda
relacion con las tasas de éxito tanto en maduracion como en produccion de
embriones, entendiendo la importancia del medio de cultivo al momento de

aspirar a una maduracién nuclear eficiente (Oberlender et al., 2013).

2.2.13. Suplementos del medio de maduracion

* Antibioticos

Los diferentes medios de maduracion usan antibidticos en su
composicidn, esto para evitar contaminaciones por agentes bilégicos en las
diferentes etapas de la maduracion in vitro, los antibiéticos mas usados son:

gentamicina, penicilina y kanamicina (Chuquipaype y Erén, 2015).

* Proteinas

Para una fuente eficiente de nitrégeno, se emplean las proteinas, el
medio de cultivo obtiene un factor antioxidante al afiadir proteinas en su
composicién (Jee et al., 2008). Entre los mas usados se encuentran la

albumina sérica bovina y el suero fetal bovino.
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La tasa de blastosistos incrementan al usar estos fluidos, ya que
funcionan como puentes en la membrana celular, activan la meiosis y

promueven la expansion de células del cumulus (Chuquipaype y Erén, 2015).

« Hormonas

En la maduracion natural, la LH y la FSH desempefian un sol
importante, es por ello que también lo emplean como suplemento en la
maduracioén in vitro. Las gonadotropinas inducen a un crecimiento celular de
la granulosa lo cual madura al ovocito. Y para mejorar la maduracién se
emplea la LH, al mismo tiempo inducen a la meiosis. Para mantener la forma
el ovocito, se emplea la FSH, la cual también actia sobre las células de la

granulosa, incentivando su multiplicacion (Aradjo et al., 2014).

» Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento actian principalmente sobre las células del
cumulus, promoviendo su multiplicacion y su expansion, esto se observo en

estudios realizados en roedores (Daen et al., 1994).
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* Agentes antioxidantes

El elevado porcentaje de especies reactivas al oxigeno (ROS), es la
principal diferencia entre una maduracion natural y una maduracion artificial o
en vitro. (Zhao et al., 2018). En la maduracion artificial esto se debe a
exposiciones del material a la luz y por concentraciones altas de algunos
compuestos como: oxigeno, metabolitos y sustratos; por ello se da el uso de
antioxidantes en los medios de maduracion, lo cual se refleja en los reportes.
Existe una gama de antioxidantes disponibles, y los mas usados son: vitamina

E, vitamina C y melatonina (Dalvit et al., 2005) (Zhao et al., 2018).

2.2.14. Condiciones para la maduracion IN VITRO

Un experimento con éxito procedimental necesita con relevancia de
buenas condiciones de maduracion, es por ello que, los controles de algunos
pardmetros deben hacerse de manera rigurosa, evitando cualquier alteracion,
para asi, asegurar una maduracion in vitro deseada (Jee et al, 2008).

* Temperatura

Un adecuado manejo de temperatura es crucial para el desarrollo
ovocitario, tanto en la maduracion y otro proceso, es porque se emplea un

parametro de 38,5 °C en todas las metodologias y este debe mantenerse a lo
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largo del espacio temporal empleado en el proceso. (Chuquipaype y Eron,
2015). En otra medida, en camélidos como llamas y alpacas, se utilizaron una
temperatura de cultivo diferente, siendo esta de 39° C (Ratto et al., 2005)
(Arriaga et al., 2014) obteniendo porcentajes de ovocitos madurados
equiparables a los experimentos cuya temperatura empleada en cultivo fueron

de 38,5 °C (Leisinger et al., 2014) (Chuquipaype y Erén, 2015).

* Mezcla de gases

En los procedimientos que involucran embriones se emplean medios
gaseosos Y entre ellos existen 2 tipos principales: el primero CO2 5 % y 95 %
de aire y el segundo CO2 5 %, 025 % y 90% de N2. Los cuales se utilizan
dependiendo al alcance de oxigeno en las especies, se debe controlar las
cantidades de oxigeno para evitar la formacion o proliferacion de especies
reactivas de oxigeno (Chuquipaype y Erén, 2015).

. pH

Para realizar un buen cultivo, debemos ajustar el PH a un valor parecido
al del plasma sanguineo, es decir 7,4. es por ello que se emplean compuestos

como el bicarbonato de sodio para regular la acidez o la alcalinidad en el medio
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de cultivo, de igual manera, se emplea un indicador de PH como el rojo fenol.

(Chuquipaype y Eron, 2015).

* Tiempo de cultivo

Para la realizacion de cultivos, el tiempo puede ser variable, y mas
cuando se trabaja con distintas especies, ya que los requerimientos so
diferentes entre una especie y otra. Para los porcinos, el tiempo de cultivo

empleado es de 42 a 48 horas (Fernandez et al., 2012).

2.2.15. Componentes del fluido folicular

Las células de la granulosa y teca mas el plasma sanguineo producen
el fluido folicular. Todo esto ocurre por transferencia de componentes mediante
la barrera sanguineo-folicular. (Bijttebier et al., 2008) (Ducolomb et al., 2013).
Resultando una combinacion de moléculas como: esteroides, electrolitos,
proteinas, hormonas, nutrientes y factores de crecimiento. (Klumpp, 2004)
(Gilbert, 2005) (Germoush et al., 2018). La composicion de fluido folicular es
igual en todas las especies, y sus funciones varian fisiolégicamente por el ciclo
menstrual y el ciclo estral; entre las funciones principales tenemos: ausencia

de division meidtica en la célula ovocitaria, crecimiento de las células que
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conforman el cumulo, crecimiento del cuerpo lateo, nutricion del ovocito, etc.

(Klumpp, 2004) (Jee et al., 2008) (Ducolomb et al., 2013).

Los reportes en cuanto a los porcinos son prometedoras, el uso de fluido
folicular en el medio de maduracién beneficia la maduracion, la fertilizacion y
el desarrollo embrionario. Asi mismo, la combinacion entre fluido folicular y
FSH incrementa la expansién celular del camulo y asi mejora la metafase II.
De igual forma, existen reportes con resultados negativos por el uso de fluido
folicular en solitario. Esto podria deberse al origen del fluido folicular usado

(Algriany et al., 2004).

* Componentes inorganicos

Los reportes de componentes inorganicos en el fluido folicular varias en
concentraciones y principalmente son el sodio y el potasio, y en menor
cantidad el magnesio, zinc, cobre, cloruros y fosfatos (Klumpp, 2004).

» Carbohidratos

Tenemos a la glucosa y la fructosa como carbohidratos principales,
siendo la glucosa el de mayor concentracion con un 75% y la fructosa en

menor porcentaje (Klumpp, 2004).
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* Lipidos y vitaminas

El fluido folicular también contiene lipidos y vitaminas en su
composicion, entre ellos tenemos: colesterol, vitamina C y vitamina A (Klumpp,
2004).

* Proteinas

El fluido folicular presenta el mismo porcentaje de proteinas que el
plasma sanguineo, lo que si se diferencia es la concentracion de las mismas

gue varian entre 75 % y 50 % (Klumpp, 2004).
* Enzimas

El fluido folicular contiene enzimas en su composicion, las cuales varian
en concentracion de acuerdo al desarrollo folicular. La funcion principal de las
enzimas es la ovulacion y son las siguientes: lactato deshidrogenasa,
transaminasas, fosfatasas, hialuronidasa, endopeptidasa y colagenasa

(Klumpp, 2004).
* Gonadotropinas y esteroides

Principalmente tenemos ala LH y FSH, ambas ayudan en el desarrollo
de la teca en el desarrollo folicular. De la misma forma, las hormonas también
forman parte del proceso entre ellas tenemos: estrogenos, andrégenos y

progestagenos (Klumpp, 2004). Las hormonas presentes en el fluido folicular
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varian segun los procesos fisioloégicos en desarrollo, el ciclo reproductivo es
uno de ellos, como también la especie animal influye en su variacién y el

tamafo de foliculo de la misma forma (Klumpp, 2004).

2.2.16. Componentes del suero fetal bovino

Uno de los suplementos de mayor uso en cultivos en vitro en el suero
fetal bovino, ya que proporciona una gran cantidad de nutrientes al medio de
cultivo, como también antioxidantes (Catt, 1994), al mismo tiempo proporciona
factores de crecimiento y componentes hormonales que ayudan al desarrollo
embrionario proporcionando un ambiente necesario (Gardner, 1994). Existen

otras opciones como la albumina sérica bovina (Gordon, 2003).

La suplementacion de le medio de cultivo, ya sea con suero fetal
bovino o albumina sérica bovina, favorecen al ovocito ayudando en la

formacién de blastocito en el proceso (Gordon, 2003).
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2.3. Conceptos basicos
CCO. Conjunto celular ubicadas alrededor del ovocito, que comprende

funciones en el mismo foliculo y después de la ovulacion (Shirazi et al, 2005).

Fluido folicular. Es el resultado producido por las células de la
granulosa y teca mas el plasma sanguineo. Todo esto ocurre por transferencia
de componentes mediante la barrera sanguineo-folicular (Bijttebier et al.,

2008) (Ducolomb et al., 2013).

Maduracién in vitro. Es el proceso en el cual el ovocito sufre cambios
estructurales en nucleo y citoplasma que les proporcionan una capacidad

competente frente a procesos como la fertilizacion (Dalton et al., 2013).

Ovogénesis. Comprende fases de desarrollo del ovocito como la
diferenciacion, el crecimiento, y la maduracién, todo esto para preparar al

ovocito para la fertilizacion y para el desarrollo embrionario. (Gilbert, 2005).

Suero fetal bovino. Se refiere a uno de los suplementos de mayor uso
en cultivos en vitro, ya que proporciona una gran cantidad de nutrientes al

medio de cultivo, como también antioxidantes (Catt, 1994).
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CAPITULO IlI

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Ubicacion geogréficay temporal

El trabajo de investigacion se realizo en las instalaciones del Laboratorio
de Biotecnologia Reproductiva Animal ubicado en la sede “los pichones” de la
UNJBG, FCAG, situado en las coordenadas latitud 17°59°38" y latitud
70°14°22"", aproximadamente a 550 ms.n.m. Tacna; en una temperatura que
varia entre 22 a 30° (verano) y 10 a 24° (invierno). La obtencién de muestras
ovaricas de porcinos se realiz6 en el Camal Municipal de Tacna ubicada en

Calana.

3.1.2. Poblacion y muestra

Poblacioén

Los registros de animales beneficiados en el camal municipal de Tacna
“‘Mario Reynoso Eyzaguirre Yanez” indica una media de 700 animales
sacrificados por semana, dando un total de 2 800 animales sacrificados por
mes, de los cuales un 50 % son hembras. Un total aproximado de 1 400

marranas de diferentes edades y nimeros de partos (gorrinas y marranas).



La toma de muestras se realiz6 1 vez por semana, tomandose una
media por dia de 100 animales, y 4 dias en un mes fueron 400 animales, de
los cuales el 50 % son hembras

Entonces nuestra poblacion fue de 200 marranas

Muestra

El muestreo fue tipo probabilistico para poblaciones finitas (N=1 320).
Se consideraron cuatro tratamientos, con un tamafo del efecto esperado de
0,4, que corresponde a una diferencia moderada entre medias.

Se determiné mediante la férmula:

B N.Z2% o2
(N —1).E2.72.02

n

Donde:
N = tamafio de la poblacion
Za2 = valor de Z con a
o = Desviacion estandar
E = Error maximo permisible
El valor Z«2 se obtuvo de la tabla siendo Zo.os2 igual a 1,96, segun
(Araujo, et al., 2014) sugiere que el valor de 0 = 0,25y E = 0,05, estos valores

se reemplazaron en la formula:
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_ N.Z%g? ~ 200. (1.96)2. (0.25)?
T (N—1.E2.72.02 "7 (200 — 1). (0.05)2. (1.96)Z. (0.25)2

n

n = 65.10 = 66, redondeando al inmediato superior
Se utiliz6 66 animales en total, 22 animales por tratamiento como minimo.

3.1.3. Materiales

- Jeringas - Agua ultra pura - PBS

- Agujas - NaOH - BSA

- placas petri - Hcg - SFB

- tipsde 10 ul - Ecg - Antibidtico

- tips de 100 ul - filtros 0.22um - tubos 1ml

- tips de 200 ul - bisbenzimida - microscopio
- placa de 4 pocillos - ioduro de propidio - incubadora

3.2. Método

3.2.1. Tipo y disefio de la investigacion
Experimental. Durante la duracién del experimento se manipularon de
manera voluntaria y coherente todas las variables y se observaron los

resultados dentro de un ambiente controlado.
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3.2.2. Disefio procedimental

El Suero fetal bovino y fluido folicular se adicionaron segun tratamiento:

T1: el tratamiento niumero 1 fue a base del medio de maduracion mas
la adicion de alcohol polivinilico para la maduracion de los ovocitos: TCM+
alcohol polivinilico (PVA) al 0,1% (control)

T2: el tratamiento nimero 2 fue a base del medio de maduracion mas
la adicion del suero fetal bovino: TCM+10% de Suero fetal bovino

T3: el tratamiento nimero 3 fue a base del medio de maduracién mas
la adicion de liquido folicular o fluido folicular: TCM+10% de Liquido Folicular
Tabla 1

Disefio procedimental

TRATAMIENTOS T1 (control) T2 T3
Medios y TCM+ PVA al TCM+10%  TCM+10% de
complementos 0,1% (control) SFB FF
Cantidades 51 5%1 5%1
Repeticiones por 1 veces por 1 veces por 1 veces por
tratamiento semana semana semana
Total 22 22 22
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Recuperacion de COCs de ovarios

Los ovarios fueron diseccionados del aparato reproductor y se
colocaron en un termo con solucién fisiologica temperada 25°C a 30°C y se
transportaron al laboratorio para lavarlos con solucion fisiolégica a temperatura
37°C. la recuperacion de los COCs se realiz6 por puncion utilizando jeringas
con capacidad de 10ml y su respectiva aguja N° 21, los foliculos considerados
tuvieron que medir entre los 3 a 5mm. Donde, los COCs obtenidos fueron

clasificados segun su aspecto del citoplasma y las células que los rodean.

Recuperacién del fluido folicular

El FF porcino se obtuvo por aspiracion directa del contenido folicular de
foliculos superiores a 3mm de tamafio procedentes de hembras adultas, el
contenido folicular aspirado se centrifugd a 1 500g durante 30 min a 5°C.
Finalmente el sobrenadante se pasé por un material filtrante de 0,22 um. Se

colocé en envases tubulares de 1 ml y fue almacenado a -20°C hasta su uso.

Maduracion in vitro

Los COCs seleccionados fueron inducidos a MIV en el medio de cultivo

a base de TCM-199 suplementado con cysteina 0,57mM, 10 Ul eCG, 10 Ul
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hCG y antibiético. El Suero fetal bovino y liquido folicular se adiciond segun

tratamiento:

T1: TCM+ alcohol polivinilico (PVA) al 0,1 % (control)

T2: TCM+10 % de Suero fetal bovino

T3: TCM+10 % de fluido folicular

Por un periodo de 46 horas en una incubadora bajo condiciones de 5%
de CO2, T° 39,0 y 99 % de humedad.

Tincion de Ovocitos

Para evaluar el estado mei6tico de los ovocitos después de la MIV, los
ovocitos fueron desnudados, y colocados en lug/ml (Hoechst 33342; Sigma-
Aldrich) en PBS durante 30 min a condicion ambiental normal, se lavaron en
PBS y se observaron en el microscopio de fluorescencia. Se clasificaron segun

su configuracién de cromatina en VG, MI, Mll y degenerado.

Instrumento de medicién

Los ovocitos madurados por 46 horas fueron fijados y tefiidos con
Hoechst (33342) y observados en un microscopio de fluorescencia. Donde se

clasificaron segun su configuracién de su cromatina. Segun tratamiento.
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Metodologia de recoleccién de datos

Todos los datos, tanto de campo como de laboratorio fueron

recolectados en fichas de registro segun corresponda.

3.2.3. Anélisis de datos

Para realizar la evaluacion del efecto producido por los suplementos FF
y SFB sobre la maduracion in vitro de ovocitos porcinos; los resultados
obtenidos fueron comparados con el grupo control, los resultados obtenidos
se expresaron en valores porcentuales y la visualizacion se di6 en figuras; el
estadistico inferencial se realizé en el software estadistico IBM SPSS statistics.
La normalidad de los datos fue verificada mediante la prueba de Shapiro-Wilk.
Posteriormente, se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) para determinar el
efecto de los tratamientos sobre la tasa de maduracion ovocitaria. En todas las

pruebas se considero un nivel de significancia del 95 % (p < 0,05).
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Presentacion de resultados

Se aspiraron un total de 1 003 foliculos provenientes de 132 ovarios, a
partir de los cuales se lograron recuperar 708 complejos cumulo—ovocito
(COCs).

Tabla 2

Resultados de recuperacion de cocs

Categoria  COCs

: Foliculos COCs Tasa _QIe (%)
ovarios aspirados recuperados rectperacion
(%) A B C
132 1003 708 70,59 11,02 82,49 6,49

Nota: COCs: complejos cumulus-ovocitus; A, B y C: calidad de ovocitos

De los 708 ovocitos recuperados, llegaron a la tincion 535 ovocitos (75,56 %);
obteniendo una pérdida de 173 ovocitos en el proceso de maduracion (24,44
%); ello debido a muchos factores en el proceso como: morfologia del complejo
cumulo- ovocito, diametro folicular , morfologia del primer corpusculo polar ,
factores genéticos, composicion del medio, osmolaridad del medio, estrés

oxidativo, duracion del cultivo, método de recuperacién del ovocito,
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condiciones del almacenamiento de los ovarios, procedimientos de

denudacion, etc.

4.1.1. Comparar el efecto de la adicion de fluido folicular y el suero fetal

bovino al medio de maduracion in vitro de ovocitos de porcinos

Tabla 3

Resultados de estadios de maduracion in vitro de los grupos FF, SFB y control,

expresados en porcentajes (%)

Estadios de la Control FF SFB
Maduracién Nuclear (%) (%) (%)
n 174 170 191
Degenerado 11,49 20 18,85
Vesicula Germinal 37,36 25,3 30,37
Metafase | 31,61 24,7 20,41
Metafase I 19,54 30 30,37
TOTAL 100 100 100

Nota: FF: fluido folicular; SFB: suero fetal bovino
Los resultados de maduracion nuclear in vitro de ovocitos porcinos por
efecto del fluido folicular y suero fetal bovino frente al grupo control se

muestran en la Tabla 3 en el cual se interpreta que:
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En el grupo control (TCM+ alcohol polivinilico (PVA) al 0,1 %) se lectur6
174 ovocitos de los cuales 37,36 % se observaron en la fase de vesicula
germinal, 31,61 % en metafase |, en metafase Il se observé un 19,54 %y 11,49
% se degeneraron. En el caso del tratamiento con adicion de fluido folicular en
el medio de maduracion (TCM+10 % de Liquido Folicular) se lecturaron 170
ovocitos de los cuales un 25,3 % llegaron a vesicula germinal, 24,7 % a
metafase |, 30,00 % a metafase Il y el 20 % se degeneraron. Respecto al
tratamiento con adicion de suero fetal bovino en el medio de maduracion
(TCM+10 % de suero fetal bovino) un 30,37 % lograron llegar a vesicula
germinal, 20,41 % a metafase |, 30,37 % a metafase Il y el 18,85 % se
degeneraron. El porcentaje de ovocitos que se encontraron en el estadio de
vesicula germinal fue mayor el grupo control con un 37,36 %, notandose que
el alcohol polivinilico al 0,1 % promueve esta etapa. En metafase | el
porcentaje de ovocitos fue mayor en el grupo control con un 31,61 %, de igual
manera el alcohol polivinilico al 0,1 % promueve esta la maduracion en este
estadio. En Metafase Il el grupo con la adicion de suero fetal bovino obtuvo
mejores resultados, con un 30,37 %, esto se debe a la buena accién
antioxidante del suero fetal bovino que al mismo tiempo disminuye el estrés

oxidativo en los ovocitos. Por otro lado, los ovocitos que terminaron
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degenerandose en el grupo de fluido folicular fue de 20 %, siendo este el mas
alto, lo cual podria deberse al proceso de obtencion del fluido folicular, ya que
varios factores influyen es su obtencion. Al andlisis estadistico determinado
por el porcentaje de maduracion nuclear in vitro de ovocitos porcinos, No se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos ni
entre los tratamientos (p > 0,05); sin embargo, se observo un mayor porcentaje
de maduracién hasta la metafase Il en los tratamientos suplementados con

fluido folicular (FF) y suero fetal bovino (SFB).

4.1.2. Efecto del suplemento fluido folicular sobre la maduracion in vitro

de ovocitos porcinos

Tabla 4

Resultados de estadios de maduracion in vitro del fluido folicular y grupo

control expresados en porcentajes (%)

Tratamiento Control Fluido Folicular
Estadios (%) (%)
n 174 170
Degenerado 11,49 20,00
Vesicula Germinal 37,36 25,30
Metafase | 31,61 24,70
Metafase I 19,54 30,00
TOTAL 100 100
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Los resultados de la maduracién in vitro de ovocitos porcinos por efecto
del fluido folicular frente a grupo control se muestran en la Tabla 4 en el cual

se interpreta que:

El porcentaje de ovocitosque se encontraron en el estadio de vesicula
germinal fue menor en el tratamiento con la adicién de fluido folicular al medio
de maduracion obteniendo un 25,30 % en comparacién con el tratamiento
control 37,36 %. En metafase | hay una regresién notable en el tratamiento
con la adicion del fluido folicular al medio de maduracién, dando un porcentaje
de 24,70 % mientras que el tratamiento control obtuvo 31,61 %, sugiriendo que
el fluido folicular no promueve la maduracion nuclear en esta etapa. En
Metafase Il, en el grupo control el 19,54 % alcanzé este estadio, mientras que
el tratamiento con la adicion de fluido folicular al medio de maduracion fue de
30,00 % lo que nos demuestra que el fluido folicular promueve la maduracion
en esta etapa debido a su alta carga hormonal que influye en la maduracién
nuclear. Por otro lado, los ovocitos que terminaron degenerandose en el grupo
control fue de 11,49 % y en el tratamiento con adicion de fluido folicular al
medio de maduracion el porcentaje fue de 20,00 %, lo que demuestra que la
adicion de fluido folicular promueva la degeneracion, lo cual puede deberse a

factores referidos a la obtencion y procesamiento del fluido folicular, ya que
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estos procesos son cruciales para obtener un fluido folicular de buena calidad.
Si bien el fluido folicular posee cualidades altamente superiores al grupo
control, al andlisis estadistico, estos resultados no mostraron diferencias entre
tratamientos en los diferentes estadios de maduracién nuclear (P>0,05) es
decir no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos para
ninguna de los estadios. Los resultados podrian ser consecuencia de la alta
carga hormonal que posee el fluido folicular y la variacién de las mismas
podrian ser efecto de la fisiologia folicular de donde se obtuvo el suplemento,
ya que factores como los procesos fisiologicos en desarrollo, el ciclo
reproductivo, la edad del animal y el tamafio del foliculo influye en la variacién

hormonal del suplemento.
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4.1.3. Efecto del suplemento suero fetal bovino sobre la maduracién in

vitro de ovocitos porcinos

Tabla 5

Resultados de estadios de maduracioén in vitro del suero fetal bovino y el grupo

control, expresados en porcentajes (%)

Tratamiento Control Suero Fetal Bovino
Estadios (%) (%)
n 174 191
Degenerado 11,49 18,85
Vesicula Germinal 37,36 30,37
Metafase | 31,61 20,41
Metafase Il 19,54 30,37
TOTAL 100 100

Los resultados de maduracion in vitro de ovocitos porcinos por efecto
de la adicion de suero fetal bovino al medio de maduracién frente al tratamiento

control se muestran en la Tabla 5, donde se interpreta que:

En el estadio de Vesicula germinal el grupo control obtuvo el 37,36 %
de los ovocitos y con suero fetal bovino este resultado disminuyo a 30,37 %,
lo que sugiere que el suero fetal bovino no promueve la maduracion de
ovocitos en esta fase de la maduracion nuclear. Caso similar sucede en

Metafase | ya que el tratamiento control alcanza el 31,61 % de ovocitos sin
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embargo el tratamiento con adicion de suero fetal bovino al medio de
maduracion disminuye este porcentaje significativamente a 20,41 %, lo que
indica que el suero fetal bovino tiene un efecto negativo frente al grupo control
en este estadio de maduracion. Por otro lado, en el estadio de Metafase Il el
tratamiento control obtiene 19,54 % de ovocitos que alcanzan este estadio y
en el tratamiento con adicion de suero fetal bovino al medio de maduracion el
porcentaje aumenta a 30,37 % lo que sugiere que la adicién de suero fetal
bovino tiene un efecto positivo en la maduraciéon completa de los ovocitos
porcinos. En el caso de la degeneracion el tratamiento control obtuvo un 11,49
% de ovocitos degenerados, y el tratamiento con adicion de suero fetal bovino
al medio de maduracion aumenta a 18,85 % indicando que el suero fetal bovino
incrementa la degeneracion. Aunque no hubo diferencias estadisticamente
significativas segun la prueba ANOVA (a = 0,05), los presentes resultados
sugieren que el suero fetal bovino tiene una tendencia a disminuir el porcentaje
vesicula germinal, de igual manera en Metafase |, pero incrementa el
porcentaje significativamente en Metafase Il e incrementa el porcentaje de
ovocitos degenerados. Estos hallazgos podrian atribuirse al efecto del suero
fetal bovino, el cual es conocido por poseer propiedades antioxidantes las

cuales protegen a las células contra el estrés oxidativo y favorecer el desarrollo
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celular gracias a los factores de crecimiento que posee y a los componentes
hormonales en su estructura. Sin embargo, se necesitan estudios adicionales

para confirmar estos resultados.

4.1.4. Contrastacion de hipotesis

Tabla 6

Prueba de normalidad para el namero de ovocitos en cada estadio de
maduracion

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Degenerado 0,926 15 0,241
Vesicula germinal 0,925 15 0,232
Metafase | 0,980 15 0,969
Metafase Il 0,853 15 0,941

De acuerdo a los resultados de la tabla 6 donde se presenta la prueba de
normalidad de Shapiro — Wilk, esta prueba de utiliza cuando la muestra es
pequefa y es requisito previo para la prueba ANOVA, los valores de
significancia obtenidos para los estadios de maduracion nuclear degenerado,
vesicula germinal, metafase | y metafase Il fueron mayores a 0,05, lo que

indica que los datos se distribuyen de manera normal; en consecuencia, se
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cumple el supuesto de normalidad requerido para aplicar pruebas
paramétricas, permitiendo utilizar el andlisis de varianza (ANOVA) para
comparar el efecto de los tratamientos sobre la maduracion nuclear de los

oVvocitos porcinos.

Hipotesis general
Hi: La adicion de suplementos como fluido folicular y suero fetal bovino si tiene
efectos significativos sobre la maduracion in vitro de ovocitos de porcinos.

Ho: La adicién de suplementos como fluido folicular y suero fetal bovino no
tiene efectos significativos sobre la maduracion in vitro de ovocitos de

porcinos.

Nivel de Significancia: a = 0,05

Prueba estadistica: ANOVA

Decision:

Si P < 0,05 = se rechaza la Ho, se acepta la Hi

Si P > 0,05 = se acepta la Ho, se rechaza la Hi
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Tabla 7

Prueba de anova entre los tratamientos y el grupo de control en cada estadio

de maduracion

Suma de Media )
g . Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 30,40 2 15,20
Dentro de
Degenerado 239,60 12 1996 0,761 0,488
grupos
Total 270,00 14

Entre grupos 50,53 2 25,26

Vesicula Dentro de
_ 352,40 12 29,36 0,860 0,448
germinal grupos
Total 402,93 14

Entre grupos 28,93 2 14,46

Dentro de
Metafase | 440,00 12 36,66 0,395 0,682
grupos
Total 468,93 14

Entre grupos 60,93 2 30,46

Dentro de
Metafase I 824,80 12 68,73 0,443 0,652
grupos
Total 885,73 14

Segun los resultados obtenidos de la prueba de ANOVA en la tabla 7, no se

evidenciaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre el

52



grupo control y los tratamientos suplementados con fluido folicular y suero fetal
bovino en ninguno de los estadios de maduracion nuclear evaluados
(degenerado, vesicula germinal, metafase | y metafase Il); indicando que,
aunque se observaron variaciones numéricas entre los grupos, dichas
diferencias no fueron suficientes para considerarse significativas desde el
punto de vista estadistico; por lo tanto, bajo las condiciones del presente
estudio, tanto el fluido folicular como el suero fetal bovino mostraron un
comportamiento similar al del control en cuanto al nUmero de ovocitos que
alcanzaron los distintos estadios de maduracion nuclear, sugiriendo que
ninguno de los tratamientos ejercié un efecto diferencial marcado sobre el

proceso de maduracién nuclear in vitro de los ovocitos porcinos.

53



Tabla 8

Prueba de Dunnett entre los tratamientos y el grupo de control en cada estadio
de maduracion

Intervalo de
) Diferencia confianza al
Variable () ) . :
. _ _ de medias Sig. 95%
dependiente Tratamientos Tratamientos : :
(1-9) Limite Limite
inferior superior
Fluido
) Control 2,80 527 -4,27 9,87
Estadio folicular
degenerado Suero fetal
. Control 3,20 443 -3,87 10,27
bovino
Fluido
Estadio ) Control -4,40 363 -12,98 4,18
folicular
vesicula
_ Suero fetal
germinal _ Control -1,40 ,887 -9,98 7,18
bovino
Fluido
_ Control -2,60 ,727 -12,18 6,98
Estadio folicular
metafase |  Suero fetal
_ Control -3,20 ,625 -12,78 6,38
bovino
Fluido
) Control 3,40 47 -9,72 16,52
Estadio folicular
metafase Il Suero fetal
_ Control 4,80 574 -8,32 17,92
bovino
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De acuerdo con la prueba de Dunnett presentada en la tabla 8, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre los
tratamientos con fluido folicular y suero fetal bovino respecto al grupo control
en ninguno de los estadios de maduracion nuclear evaluados. Aungue ambos
tratamientos mostraron valores medios ligeramente superiores en el
porcentaje de ovocitos en Metafase Il, las diferencias no alcanzaron
significancia estadistica; sugiriendo que, el efecto de los suplementos sobre la
maduraciéon nuclear fue similar al del medio control. La prueba de Dunnett,
determina que no existen diferencias estadisticamente significativas (p> 0,05)
entre los tratamientos experimentales y el grupo control en ninguno de los
estadios de maduracion nuclear; por lo tanto, si bien se observaron ligeras
variaciones numeéricas entre grupos, estas no fueron suficientes para
considerarse relevantes desde el punto de vista estadistico. En consecuencia,
se rechaza la hipétesis de la investigacion (H,) y se acepta la hipétesis nula
(Ho), indicando que los suplementos evaluados no produjeron un efecto

significativo sobre la maduracion nuclear de los ovocitos porcinos.
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CAPITULO V

DISCUSION

La maduraciéon in vitro (MIV) de ovocitos porcinos, es un proceso
complejo que depende de multiples factores, entre ellos los factores de
crecimiento. En este contexto, los suplementos como fluido folicular y suero
fetal bovino han demostrado ser aditivos relevantes para la mejora de la
calidad de los ovocitos durante la MIV, aunque sus efectos varian en funcién

del estadio de maduracion y del modelo experimental utilizado.

5.1. Efecto del suplemento fluido folicular y suero fetal bovino sobre la

maduracién in vitro de ovocitos porcinos

Los resultados obtenidos en el presente estudio evidencian que tanto la
adicién de fluido folicular (FF) y suero fetal bovino (SFB) al medio de
maduracién in vitro de ovocitos porcinos influyen positivamente en la
progresion de los ovocitos en el estadio de metafase Il (ovocitos maduros) con
30,00 % para el fluido folicular y 30,37 % para el suero fetal bovino en
comparacion con el 19,54 % del grupo control. En la comparacion entre ambos
suplementos, los resultados sugieren que el fluido folicular proporciona un

ambiente mas fisioldgico, al imitar las condiciones naturales del foliculo,



mientras que el suero fetal bovino actia como complemento genérico. Sin
embargo, el fluido folicular puede variar en su composicion segun el estadio
folicular de los foliculos de los cuales se extrae y la fuente de la misma, lo que
implica la necesidad de estandarizar su obtencion y concentracion para
garantizar una calidad adecuada. existen investigaciones realizados con
dichos suplementos en diferentes concentraciones y en otras especies, los

cuales usaremos como punto de referencia.

Restrepo et al. (2011) obtuvieron resultados muy diferenciados entre el
suero fetal bovino y el fluido folicular, evaluaron la maduracion in vitro de
oocitos equinos suplementando el medio de maduracién con fluido folicular y
suero fetal bovino, obteniendo un 16,20 % para el FF, y el porcentaje de
maduracion en nuestro experimento es de 30 %. En cuanto al suero fetal
obtuvieron un 47,50 % de ovocitos maduros, y nuestro estudio alcanzo un
30,37 % de maduracion de ovocitos en metafase Il. Notandose una variacion

significativa entre ambos suplementos.

De igual manera, Castro (2018) obtuvo resultados similares a los
nuestros, evaluo el efecto del fluido folicular de alpaca en la maduracién

ovocitaria in vitro de ovocitos de alpaca, obteniendo un 24,70 % adicionando

57



FF y un 25,00 % con SFB, dichos resultados son muy similares a los nuestros:
30,00 % para FF y 30,37 % para SFB, notandode similitud entre los resultados.
Estas similitudes y variaciones pueden deberse a la especie de estudio, el
porcentaje de concentracién de los suplementos y a la composicion de los
mismos, los cuales proveen moléculas necesarias para favorecer la
maduracion de los ovocitos. En el caso del fluido folicular posee esteroides,
electrolitos, proteinas, hormonas, nutrientes y factores de crecimiento (Gilbert,
2005) los cuales favorecen la maduracién nuclear; por otro lado, el suero fetal
bovino proporciona una gran cantidad de nutrientes, antioxidantes, factores de

crecimiento y hormonas (Gordon, 2003).

En conclusion, el fluido folicular demuestra un efecto positivo y mas
fisioldgico en la maduracién in vitro de ovocitos porcinos (Klumpp, 2004) en
comparacién con el suero fetal bovino, aunque la variabilidad biol6gica del
fluido folicular exige un control mas riguroso de sus caracteristicas. Muestra
de ello es nuestra investigacion donde la adicion de suero fetal bovino obtuvo
mejores resultados que la adicion de fluido folicular, esto pudo deberse a la

variabilidad biolégica de la muestra obtenida.
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5.2. Efecto del suplemento fluido folicular sobre la maduracion in vitro
de ovocitos porcinos
Los resultados indican que la adicién de fluido folicular en el medio de
maduraciéon in vitro de ovocitos porcinos tuvo un efecto positivo en la
progresion de los ovocitos hacian el estadio de metafase Il (ovocitos maduros)

con 30,00 % en comparacion con el 19,54 % del tratamiento control.

Nuestros resultados coinciden con investigaciones previas que indican
que el fluido folicular proporciona un entorno mas fisiologico y similar al foliculo
ovarico, lo cual mejora la calidad y competencia de los ovocitos, como lo
reportado por (Limache, 2015) quien consiguié un 54,19 % de maduracion de
ovocitos bovinos adicionando fluido folicular al medio de maduracién, los
COCs fueron incubados durante 24 h a 38,5 °C a una atmésfera de 5 % CO2
y humedad saturada en una incubadora. Esta diferencia de 24 % podria
deberse a la especie en estudio (bovino). De la misma forma, Argudo et al.
(2018) reporto un 51,53 % de maduracion in vitro de ovocitos de porcinos pre
puberes a 38,5°C con 5 % de CO2 durante 48 horas, siendo el resultado
superior al de nuestro estudio. El uso de fluido folicular como suplemento
natural en la maduracion in vitro de ovocitos porcinos podria incrementar la

calidad ovocitaria y la tasa de fecundacion, mejorando asi la eficiencia de las
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técnicas de reproduccion asistida y produccién in vitro de embriones porcinos.
Asi mismo, la combinacion entre fluido folicular y hormona foliculo
estimulantes incrementa la expansion celular del cumulo y asi mejora la
metafase II, de igual forma, existen reportes con resultados negativos por el
uso de fluido folicular en solitario, esto podria deberse al origen del fluido
folicular usado (Algriany et al., 2004) Sin embargo, se requiere de mas
estudios para definir la composicién ideal y las concentraciones optimas que

maximicen su efecto benéfico.

5.3. Efecto del suplemento suero fetal bovino sobre la maduracién in

vitro de ovocitos porcinos

Los resultados indican que la adicion de suero fetal bovino en el medio
de maduracion in vitro de ovocitos porcinos tuvo un efecto positivo en la
progresion de los ovocitos hacian el estadio de metafase Il (ovocitos maduros)
con 30,37 % en comparacion con el 19,54 % del grupo control. Los resultados
obtenidos sugieren que la presencia de suero fetal bovino en el medio de
maduracién estimula la expansién del camulo o6foro y la reanudacion de la
meiosis, permitiendo que una mayor proporcion de ovocitos alcance el estadio

de metafase Il (Gordon, 2003).
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Como lo reportado por Restrepo et al. (2007) donde reportdé una
efectividad del 31,20 % de maduracion de ovocitos bovinos, utilizando suero
fetal bovino como suplemento al medio de cultivo y maduraron a 38,5°C en un
ambiente de 5 % de CO2 con 100 % humedad durante 24 Horas, siendo esta
cifra muy similar a nuestro estudio donde se encontraron resultados de 30,37
% con el mismo medio, esto puede deberse a la especie en estudio o0 a la
composicién del medio de cultivo utilizado. De igual manera (Onofre, 2019) en
su investigacion sobre maduracion in vitro de ovocitos de alpaca con el uso de
suero fetal bovino como suplemento report6 un 17,11 % de ovocitos
madurados en metafase Il a 4°C por un tiempo de 24 horas, siendo esta Ultima
menor a los resultados obtenidos en el estudio, los factores climatolégicos en
la delimitacion espacial de la investigacion de (Onofre, 2019) pueden ser la
causa de obtener un bajo porcentaje de maduracién, de la misma forma, la
especie influye en la maduracion, puesto que, los camélidos sudamericanos
tienden a sufrir estrés cuando se altera su confort, y se utiliza una temperatura

de cultivo diferente, siendo esta de 39°C (Ratto et al., 2005).

El suero fetal bovino contiene proteinas (como albimina y globulinas),
factores de crecimiento (IGF-1, EGF, FGF), hormonas, vitaminas, lipidos,

aminoacidos esenciales, minerales, antioxidantes, enzimas y moléculas
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transportadoras (Gardner, 1994), que en conjunto crean un ambiente
adecuado, nutritivo, protector y regulador para los ovocitos porcinos durante la
maduracion in vitro. Estos componentes favorecen la expansion del camulo,
estabilizan la membrana celular, facilitan el transporte de nutrientes, reducen
el estrés oxidativo y mejoran la maduracion nuclear (Catt, 1994). El suero fetal
bovino incrementa la viabilidad ovocitaria, promueve la transicién correcta

entre fases de maduracion (VG - Ml - MlI).

El suero fetal bovino constituye un componente eficaz y versétil en los
medios de maduracion in vitro de ovocitos porcinos, especialmente para

promover la maduracién nuclear y la expansion del cimulo.
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CONCLUSIONES

La aplicacion de los suplementos fluido folicular y el suero fetal bovino en
la maduracion in vitro de ovocitos. ambos suplementos aportan
componentes favorables que influyen de manera positiva el proceso de

maduracién ovocitaria.

La suplementacion del medio de maduracion in vitro con fluido folicular
aumenta el porcentaje de ovocitos porcinos que alcanzan el estadio de
metafase Il, lo que sugiere que el suplemento fluido folicular favorece la

maduraciéon nuclear.

La adicion de suero fetal bovino al medio de maduracién in vitro favorece
positivamente la obtencion de ovocitos porcinos en metafase I,
evidenciando un resultado positivo del suplemento en el desarrollo

ovocitario hasta ovocito maduro.



RECOMENDACIONES

Disefiar estudios comparativos respecto al andlisis de maduracion
nuclear, citoplasmatica y desarrollo embrionario in vitro, para determinar
cual suplemento entre el fluido folicular y suero fetal bovino y/o

combinacion maximiza la eficiencia reproductiva en porcinos.

Investigar la influencia de la composicion hormonal y de los factores
biolégicos del fluido folicular, considerando variables como ciclo
reproductivo, tamafo folicular y edad, evaluar su combinacién con
hormonas foliculo estimulantes o factores de crecimiento como EGF para

optimizar la maduracién hacia metafase Il y la calidad ovocitaria.

Explorar los efectos de diferentes concentraciones y fraccionamientos de
los componentes del suero fetal bovino, evaluando la relacion entre sus
componentes hormonales y antioxidantes y la maduracion ovocitaria, asi
como estrategias para minimizar la degeneracion de ovocitos durante el

proceso de maduracién in vitro.
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ANEXOS

Anexo 1 Registro de recuperacion de ovocitos

N° N° CALIDAD
FECHA TRATAMIENTO

OVARIO OVOCITOS | A B C

Control 27 4 23 0

12/02/2025 26 FF 30 6 | 24 0
SFB 31 6 | 25 0

Control 40 3 37 0

19/02/2025 26 FF 35 6 | 29 0
SFB 50 6 | 44 0

Control 42 5 37 0

26/02/2025 26 FF 43 6 | 37 0
SFB 56 7 | 49 0

Control 41 5 31 5

05/03/2025 26 FF 43 5 | 32 6
SFB 59 7 47 5

Control 66 3 55 8
12/0/23025 28 FF 63 4 | 49 | 10
SFB 82 5 | 65 | 12

Nota: FF fluido folicular; SFB: suero fetal bovino; A, By C: calidad de ovocito
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Anexo 2 Registro de maduracion in vitro

N°
FECHA |TRATAMIENTO| Ovocitos |N°POCILLO| HORA DE MIV
Control 27 1
12/02/2025 FF 30 2 12:27PM
SFB 31 3
Control 40 1
19/02/2025 FF 35 2 12:40PM
SFB 50 3
Control 42 1
26/02/2025 FF 43 2 12:38PM
SFB 56 3
Control 41 1
05/03/2025 FF 43 2 12:30PM
SFB 59 3
Control 66 1
12/03/2025 FF 63 2 1:00PM
SFB 82 3

Nota: FF: fluido folicular; SFB: suero fetal bovino; MIV: maduracion in vitro
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Anexo 3 Registro de evaluacion de la maduracion nuclear in vitro

FECHA tratamiento VG Mi MilI D Total
Control 3 4 4 0 11
14/02/2025 FF 10 6 6 6 28
SFB 2 0 5 0 7
Control 18 11 7 4 40
21/02/2025 FF 7 3 6 15 31
SFB 15 8 2 9 34
Control 14 17 4 7 42
28/02/2025 FF 3 1 0 1 5
SFB 9 10 10 14 43
Control 17 8 10 5 40
07/03/2025 FF 18 13 16 6 43
SFB 12 12 11 8 53
Control 13 15 9 4 41
14/03/2025 FF 11 20 28 4 63
SFB 14 8 25 7 54

Nota: FF: luido folicular; SFB: suero fetal bovino; VG: vesicula germinal; MI:

metafase I; MIl: metafase Il; D: degenerado
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Anexo 4 Porcentaje de ovocitos maduros (metafase II)

LOGRO DE MADURACION EN PORCENTAIJE
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METAFASE 1l EN %

Anexo 5 Maduracion de ovocitos por estadios y semanas
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Anexo 6 Analisis estadistico

T *Sin titulod [ConjuntoDatos4] - 1BM SPSS Statistics Editor de datos - o X

Archivo  Editar  Ver Datos Transformar  Analizar Graficos Utilidades Ampliaciones  Ventana  Ayuda

BE i0Q

\ Visil: 7 de 7 vriabl

A tratamientos $h maduracion é primera ¢ segunda Plecora Foata & quinta var var var var var var
1 control (PVP) degenerado 0 4 7 5 4
2 vesicula germinal 3 18 14 1 13
3 metafase | 4 i 17 8 15
4 metafase 4 I 4 10 9
B fiuido folicular degenerado 6 15 1 8 4
6 vesicula germinal 10 7 3 12 1
1 metafase | 6 3 1 12 2
B metafase ] 3 0 i 2
9 suero fetal bovin degenerado 0 9 14 6 7
10 vesicula germinal 2 18 9 18 14
1 metafase | 0 8 10 13 B
12 metafase ] 2 10 16 25
13
1
@ *Sin tituled [ConjuntoDatosd] - IBM SPSS Statistics Editor de datos = a X

Archivoe  Editar  Ver Datos Transformar Analizar Gréficos  Utilidades  Ampliaciones  Ventana  Ayuda

HeDexRBL3H A SEL0EQ

Nombre Tipo Anchura  Decimales Etiqueta Valores Perdidos ~ Columnas  Alineacidn Medida Rol

1 tratamientos  Cadena 18 0 MNinguno Ninguno 18 & Nominal “ Entrada
2 maduracion  Cadena 17 0 MNinguno Ninguno 17 &) Nominal i Entrada
3 primera Numérico § 0 MNinguno Ninguno 8 & Escala “ Entrada
4 sequnda Numérico il 0 Minguno Ninguno ] & Escala “ Entrada
5 tercera Numérico g 0 MNinguno Ninguno 8 & Escala “ Entrada
6 cuarta Numérico il 0 Minguno Ninguno ] ¢ Escala “ Entrada
7 quinta Numérico g 0 MNinguno Ninguno 8 & Escala “ Entrada
8
9
10
1
12
13
14
15
16
17
18
19
20
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@ Evaluar ¢l efecto de la adicion de fluido folicular y el suero fetal bovino al medio de maduracion isav [ConjuntoDatos1] - IBM SPSS Statistics Editor de datos - o X

Archivo  Editar  Ver Datos TIransformar  Analizar Graficos  Utilidades Ampliaciones  Ventana  Ayuda

a0 exFLIAN AEE 0HQ

‘ Visible: 5 de & variables

yVARsﬂﬂﬂﬂ f VARTHOHO f VAR;nﬂn & VARBOHOH &)VAR'EHM var var var var var var var var var var

1 0 3 4 4 1 ad
2 4 18 " 7 1

3 7 14 17 4 1

4 5 17 8 10 1

5 4 13 18 9 1

6 6 10 3 6 2

7 15 7 3 6 2

8 1 3 1 0 2

9 8 12 12 " 2

10 4 " 20 28 2

" 0 2 0 5 3

12 9 15 8 2 3

13 14 9 10 10 3

14 6 18 13 16 3

18 7 14 8 25 3

16

17

18

19

@ Evaluar el efecto de la adicion de fluido folicular y el suero fetal bovino al medio de maduracidn i.sav [ConjuntoDatos1] - 1BM SPSS Statistics Editor de datos - o X

Archivo  Editar  Ver Datos  Transformar  Analizar Gréficos  Utilidades  Ampliaciones  Ventana  Ayuda

D ey ELZR AEE 106 Q

Nombre Tipo Anchura Decimales  Etiqueta Valores Perdidos ~ Columnas  Alineacion WMedida Rol
VAR00006  Mumérico Estado degener... Ninguna Hinguno 8 =Derecha ¢ Escala N Entrada 5
VAR00007  Mumérico Estado vesicula... Ninguna Minguno 8 =Derecha ¢ Escala  Entrada
VARO0008  Numérico Estado metafas... Ninguno Hinguno 8 Derecha | Escala N Entrada

B
B

1

2

3

4 VARD0009  Mumérico Derecha @ Escala i Entrada
5 VAROOOTO  Numérico ZDerecha @b Nominal v Entrada
b

T

g

9

Estado metafas. . Ninguno Minguno

o | oo oo oo oo
o e o o o

Tratamientos {1, Control ... Ninguno
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Anexo 7 Panel fotografico

Obtencion de ovarios de porcinas beneficiadas
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separacion de los foliculos del fluido folicular

Seleccion de COCs
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Tincién de ovocitos con Hoechst 33342; Sigma-Aldrich

Observacion y evaluacion del estado mei6tico en el microscopio

Estado meidtico de los ovocitos bajo el microscopio invertido de fluorescencia
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