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RESUMEN

La adicion de antioxidantes y moduladores de CAMP durante la maduracion in vitro (IVM)
puede desempefiar un papel decisivo en el desarrollo embrionario previo a la implantacion.
Los antioxidantes protegen a las células de los radicales libres y los efectos de las ROS por
el estrés oxidativo. Los modulares de cAMP son los reguladores para mantener la detencion
meidtica al suprimir la activacion del factor promotor de la maduracion (MPF). Por lo tanto,
el objetivo de este estudio fue evaluar el desarrollo embrionario en ovocitos bovinos
madurados in vitro con la adicion de antioxidante y moduladores de cAMP. Para determinar
el nivel de antocianina que maximiza el incremento en cantidad y calidad de blastocitos
desarrollados al dia 7 de cultivo in vitro se utilizaron 462 COCs (n=462) obtenidos de los
ovarios de camal en cinco tratamientos con diferentes niveles de antocianina (0, 1, 10, 20 y
40 uM). En este segundo experimento se evaluo la interaccion de moduladores de CAMP
suplementados en IVM para maximizar la cantidad de blastocitos. Se utilizaron 181 COCs
en cuatro tratamientos de pre-1VM por 2 h (control, 1mM de dbcAMP, 0.5 mM de IBMX,
1,0 mM de dbcAMP + 0,5 mM IBMX), seguidamente, los COCs fueron transferidos a un
medio IVM por 22 h para completar la maduraciéon in vitro. Posteriormente, fueron
fecundados in vitro por 18 h y cultivados in vitro por siete dias en condiciones de 5 % CO:
a 38°C. La evaluacién de los tratamientos se realizd en tres etapas del desarrollo
embrionario; dia 3 (tasa de clivaje), dia 5 (tasa de mdrula) y dia 7 (tasa de blastocisto). Los
datos se procesaron con analisis de varianza (ANOVA) y analisis de medias (prueba de
Tukey) p <0,05 utilizando IBM SPSS Statistics 2.0 para Windows. Los resultados de los
grupos con suplementacion de antocianinas y moduladores de cAMP no mostraron
diferencias estadisticas (p <0,05) en la tasa de clivaje y blastocistos. Aunque,
numericamente, la adicion de 1 uM de antocianina (28.8 %) y 1mM de dbcAMP (34.7 %)
en los medios IVM, mostr6 las mayores tasas de blastocistos. En conclusién, la
suplementacion de antocianinas y moduladores de cAMP no mejora la tasa clivaje y
blastocistos en bovinos, requiriendo estudios complementarios a nivel celular y de expresion

génica.

Palabras clave: Ovocitos, bovinos, antocianina, moduladores de cAMP, desarrollo

embrionario.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/maturation-promoting-factor

ABSTRACT

Addition of antioxidants and cCAMP modulators during in vitro maturation (VM) may play
a decisive role in preimplantation embryonic development. Antioxidants protect cells from
free radicals and the effects of ROS due to oxidative stress. CAMP modulators are the
regulators to maintain meiotic arrest by suppressing the activation of maturation-promoting
factor (MPF). Therefore, the objective of this study was to evaluate bovine embryonic
development from oocytes matured in vitro with the addition of antioxidant and cAMP
modulators. In the experiment I, to determine the level of anthocyanin that maximizes the
increase in quantity and quality of blastocysts developed on day 7, 462 COCs (n=462) were
recovered from slaughterhouse and were placed intro five treatments with different levels of
anthocyanin (0, 1, 10, 20 and 40 uM). In experiment 1l, to evaluate the effect of CAMP
modulators supplemented in IVM, 181 COCs were placed into four pre-IVM treatments for
2 h (control, 1 mM dbcAMP, 0.5 mM IBMX, 1.0 mM dbcAMP + 0.5 mM IBMX), after that
the COCs were transferred to IVM medium. for 22 hours to complete in vitro maturation.
Subsequently, they were fertilized for 18 h and cultured for seven days under conditions of
5 % CO2 at 38°C. The evaluation of the treatments was carried out in three stages of
embryonic development; day 3 (cleavage rate), day 5 (morula rate) and day 7 (blastocyst
rate). Data were processed with analysis of variance (ANOVA) and analysis of means
(Tukey's test) p < 0.05 using IBM SPSS Statistics 2.0 for Windows. The results of the groups
with anthocyanin supplementation and cAMP modulators showed no statistical differences
(p <0.05) in cleavage and blastocyst rate; although, the addition of 1 uM anthocyanin (28.8
%) and 1 mM dbcAMP (34.7 %) in the IVM media showed the highest blastocyst rates. In
conclusion, supplementation of anthocyanins and cAMP modulators does not improve the
cleavage rate and blastocysts in cattle, requiring complementary studies at the cellular and

gene expression level.

Keywords: Oocytes, bovines, anthocyanin, cAmp modulators, embryonic development.

Xl



I INTRODUCCION

En los ultimos 20 afios, la IETS (2022) menciona que la produccion de embriones in vitro
(PIVE) a diferencia de sus homologos in vivo, ha tenido un crecimiento exponencial,
Ilegandose a registrar en el 2020 en mas de 1.5 millones de embriones bovinos producidos
in vitro, lo que representa un aumento del 7.0 % en 2020 con respecto a 2019 (1 518 150 vs.
1 419 336, respectivamente). Esto a pesar de que los embriones producidos in vitro tienen
una menor calidad, menor tasas de supervivencia (Lonergan, 2007) y menores tasas de
prefiez (Sirard, 2018) que los embriones producidos in vivo. Asimismo, varios investigadores
han diferenciado a los embriones in vitro de los in vivo por su apariencia mas oscura y la
presencia de granulos (Gardner et al., 1994; Rizos et al., 2002a), diferencias en la velocidad
de divisién, blastulacion y numero de células (Farin y Farin, 1995), mayor presencia de
lipidos (Rizos et al., 2002a), zona peltcida mas fragil (Duby et al., 1997), mayor incidencia
de anomalias cromosdmicas (Demyda-Peyras et al., 2013), diferencias en la comunicacion
intercelular, expresion génica y patrones de metilacion (Lonergan, 2003; Noguchi et al.,
2020).

La maduracién de los ovocitos es un evento fisioldgico crucial y es fundamental para una
fecundacion exitosa y desarrollo embrionario (Rizos et al., 2002a). Por lo consiguiente, los
ovocitos maduros in vitro (IVM) difieren de los ovocitos maduros in vivo por cambios en la
expansion de las células del camulo y modulacién de las concentraciones de monofosfato de
adenosin ciclico (CAMP) (Park et al., 2016) y alteraciones de su morfologia nuclear y
citoplasmatica (Assey et al., 1994), afectando en la calidad del ovocito hasta la etapa de
blastocisto (Sirard y Blondin, 1996).

Durante el desarrollo folicular existe factores intrafoliculares que mantienen al ovocito en
arresto meiotico en profase I, esto debido a los altos niveles de CAMP intra-ovocito que
suprimen la actividad del factor promotor de la maduracion mediante la estimulacion de la
proteina quinasa A dependiente de cAMP (Lonergan y Fair, 2016). Por lo tanto, una
liberacion del ovocito de un foliculo antral conduce a una rapida caida en la concentracién
de cAMP tanto en las células somaticas como en el ovocito, lo que resulta en una

reanudacion meidtica espontanea (Albuz et al., 2010).



Una estrategia para mejorar la competencia de los ovocitos madurados in vitro, es detener la
reanudacion meiotica espontanea después de la recuperacion de los ovocitos de los foliculos,
con el fin de sincronizar los eventos de maduracion nuclear y citoplasmatica y asi mejorar
la competencia de los ovocitos. Segun, Li et al. (2016), demostraron que el uso de
moduladores cAMP en condiciones de maduracion in vitro bloquea la reanudacion meidtica.
De esta manera, algunas alternativas que han utilizado para prevenir la caida de CAMP en la
maduracion in vitro son; i) uso del inhibidor de fosfodiesterasa (PDE) de amplio espectro
IBMX (3-isobutil-1-metilxantina) (Leal et al., 2018), ii) un activador de adenilato ciclasa
(forskolina, FSK) para estimular la produccion de cAMP o un anélogo de cAMP (8-br-
CAMP o0 dbcAMP) (Funahashi et al., 1997). Sin embargo, a pesar de los intensos esfuerzos,
los rendimientos y la calidad de los ovocitos madurados y embriones in vitro todavia se
mantiene bajos en comparacién con los embriones producidos in vivo, que rara vez supera
el 40-50 % (Lonergan y Fair, 2016).

Durante la maduracion in vitro de los ovocitos y su desarrollo temprano, la exposicion a
altos niveles de O> atmosférico permite una mayor produccion de especies reactivas de
oxigeno, que son altamente dafiinas y pueden causar lesiones celulares (Guerin et al., 2001;
Rocha-Frigoni et al., 2016). Por lo tanto, suplementar los medios de maduracion y cultivo
con antioxidantes como la cisteina (Ali et al., 2003), B-caroteno (Yu et al., 2019), vitamina
C (Sovernigo et al., 2017) y antocianina (You et al., 2010), pueden ayudar a proteger a la
celula del aumento de especies reactivas de oxigeno o peroxidacion lipidica (Comporti,
1989).

Se ha reportado que las antocianinas tienen diversas funciones fisioldgicas, tales como
actividades antioxidantes, antimutagenicidad y antiinflamatorias (Seeram y Nair, 2002). Un
estudio sobre el desarrollo embrionario de bovinos demostro que las antocianinas mejoran
la formacion de blastocistos al reducir el estrés oxidativo intracelular y aumentar los niveles
de glutation en embriones bovinos con choque térmico (Sakatani et al., 2007). Por esta razon,
la adicion de las antocianinas en los medios de cultivo puede proteger a las células contra el

dafio oxidativo, manteniendo su funcionalidad.

En consecuencia, el objetivo general del estudio es evaluar el desarrollo embrionario en
ovocitos bovinos madurados in vitro con la adicion de antioxidante y moduladores de CAMP.

Asi mismo, se tendran los siguientes objetivos especificos: a) determinar el nivel (0, 1, 10,



20 y 40 uM) de antioxidante (Pelargonidin chloride) adicionado en el medio de maduracion
in vitro que incrementa cantidad y calidad de blastocistos desarrollados al dia 7 de cultivo
en bovino, b) evaluar la adicion de antioxidante (Pelargonidin chloride) y moduladores de
CAMP (dbcAMP, IBMX) en la maduracion in vitro de ovocitos bovinos que afecta la

cantidad y calidad de blastocistos desarrollados al dia 7 de cultivo.

Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Foliculogénesis

La foliculogénesis se refiere al desarrollo de foliculos ovaricos desde foliculos primordiales
hasta su estado final: el foliculo de Graaf. Implica una serie de eventos, activacion, crecimiento
y maduracién, el cual conduce a cambios morfoldgicas del ovocito, células de la granulosa y
teca interna (Findlay, 2003). La formacién folicular en bovinos comienza en la vida fetal y a
los 4 meses de gestacion se establece la cantidad maxima de foliculos primordiales y da inicio
la foliculogénesis (Monniaux et al., 2014). El desarrollo de los foliculos se puede dividir en dos
etapas: la primera fase, denominada fase preantral o independiente de las gonadotropinas, esta
regulada por sefiales autocrinas y paracrinas. La segunda fase, conocida como fase antral o
dependiente de gonadotropinas, se caracteriza por una rapida proliferacién de células de la
granulosa (Araudjo et al., 2014; Larose et al., 2019) (Figura 1).

Fase Preantral Fase Antral

Crecamiento folicular

Formacion Activacdn Crecamuento

folicular folicular 4 folicular @oaies
A
> Q > s
» P 3

Ovogonia Primordial Primario

Secundario

==
L
Preovulatorio

Terciario

Figura 1. Secuencia esquematica del desarrollo folicular en mamiferos (Araudjo et al., 2014).

2.1.1 Fase preantral

Los foliculos preantrales se subclasifican en primordiales, primarios y secundarios. Los
foliculos primordiales tienen un didmetro > 40 um y contienen un ovocito rodeado por células

de la granulosa aplanadas, los foliculos primarios tienen un diametro que varia entre el rango



de 40-80 um, y estan compuestos por un ovocito rodeado por una tnica capa de células de la
granulosa cuboidales, los foliculos secundarios, presentan un diametro que varia entre el rango
de 81-250 um, y contienen multiples capas de células de la granulosa cuboidales que rodean al

ovocito (Braw-Tal y Yossefi, 1997).

Los foliculos primordiales pueden permanecer en un estado de latencia durante largos
periodos de tiempo, que pueden variar desde meses en ratones hasta afios en el ganado y décadas
en humanos, segun la especie (Monniaux et al., 2014). Los foliculos primordiales son un
subconjunto de foliculos primordiales que activan con éxito los foliculos (Fortune et al.,
2001). Para que los foliculos primarios permanezcan vivos y sigan desarrollandose, se deben
enviar sefiales autocrinas y paracrinas entre el ovocito y las células de la granulosa que lo
rodean (Hornick et al. 2013). De manera similar a como los foliculos primarios aumentan el
volumen de los ovocitos y producen la organizacion de las células tecales necesarias para la
esteroidogénesis durante la transicion a los foliculos secundarios al multiplicar las células de la
granulosa mediante la interaccion de numerosas vias de sefializacion altamente interactivas
(Prasasya y Mayo, 2019). De manera similar, el factor de diferenciacion de crecimiento 9
(GDF-9) comienza a ser producido por los ovocitos en la etapa del foliculo primario y continta
produciéndose en la etapa del foliculo secundario, fomentando la proliferacion de células de la

granulosa y el crecimiento de los foliculos a etapas posteriores (Fenwick et al., 2013).
Activacion folicular

La activacion de los foliculos primordiales es un proceso altamente regulado y dinamico con
comunicacion bidireccional entre el ovocito y las células somaticas circundantes (Zhang et al.,
2014). En este proceso los foliculos primordiales que se encuentran en estado de latencia se
activan para ingresar al grupo de foliculos en crecimiento (Ernst et al., 2017). Desde un punto
de vista morfoldgico, la activacion folicular implica un cambio conformacional en las células
de la granulosa las cuales pasaran de ser células de la granulosa aplanadas hacia células
cuboidales (Hirshfield, 1991; Meredith et al., 2000).

La activacion del foliculo primordial se da por una accion en las células de la pregranulosa a
través de la via de sefializacion diana de complejo 1 de rapamicina (nTORC1), aumentando la
secrecion de Kit Ligand. Este Gltimo se une a su receptor en la superficie del ovocito para activar
la sefializacion de la via fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)-proteina quinasa B (Akt) en los

ovocitos, y luego la Forkhead Box O3a (FOXO3a) se fosforila y se transporta fuera del ndcleo



lo que da como resultado la activacion de los foliculos primordiales inactivos (Figura 2) (Zhang
etal., 2014).

mTORC

Foliculo primordial Foliculo intermediario Foliculo primario

Figura 2. Transicion de foliculo primordial a foliculo primario (Adaptado de Monniaux et al.,
2018)

Crecimiento folicular

El crecimiento folicular es un proceso que se da seguidamente de la activacion folicular, la
transicion del foliculo primario al secundario es una etapa importante en el desarrollo de un
foliculo dentro del ovario. Durante esta transicion, el foliculo primario, que estd compuesto por
una sola capa de células de la granulosa que rodea al ovocito, sufre cambios significativos en
su estructura y funcidn tales como, crecimiento del tamafio del ovocito, asi como el desarrollo
de 2 a mas capas de células de la granulosa (Prasasya y Mayo, 2019). Ademas, los foliculos
secundarios se caracterizan por la formacién de la zona pellcida, el comienzo de la formacion
de la capa de células de la teca (Braw-Tal y Yossefi, 1997), sintesis de ARNm en el ovocito

(McLaughlin et al., 2010) y capacidad de respuesta a las gonadotropinas (Fair, 2003).

El crecimiento de los foliculos primarios depende de eventos importantes que incluyen la
expresion de factores de crecimiento y diferenciacion como el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y el factor de diferenciacion del crecimiento-9 (GDF-9). El VEGF, brinda
apoyo para la transicion de foliculo primario a secundario ya que fue considerado como un

estimulador del desarrollo folicular bovino in vitro (YYang y Fortune, 2007).

El crecimiento de los foliculos secundarios hasta foliculos con pequefia cavidad antral

(terciario) involucra crecimiento en volumen del ovocito, asi como el aumento en el nimero



de células de la granulosa y células tecales (Monniaux et al., 2014). Estos procesos estan
regulados, inicialmente, por factores de crecimiento y proteinas de sefializacion las cuales
participan en la interaccion ovocito-células somaticas de los alrededores (Eppig, 2001). La
formacion de la cavidad antral ocurre cuando el foliculo en crecimiento alcanza un diametro de
250 a 500 um (Braw-Tal y Yossefi, 1997). El aumento de tamafio se debe a la acumulacion del
liquido proveniente del torrente sanguineo que fluye a través de los capilares de la tecay a la
secrecion de hialuronanos y proteoglicanos por las células foliculares. Esto da lugar a una

gradiente osmotica que contribuye al crecimiento del antro (Rodgers e Irving-Rodgers, 2010).

Foliculo primario Foliculo secundario

Figura 3. Factores paracrinos y autocrinos en la transiciéon de foliculo primario a secundario
(Adaptado de Monniaux et al., 2018)

2.1.2 Fase antral

La fase antral se caracteriza por una rapida proliferacion de células de la granulosa y de la teca
y del crecimiento del foliculo terciario a preovulatorio (Aradjo et al., 2014). Ademas, se forman
la teca interna y externa, aparecen los receptores de hormona luteinizante (LH) y el estrégeno
se convierte en la hormona esteroide dominante del foliculo como resultado del aumento de la
actividad de esteroidogénesis folicular. El crecimiento del foliculo terciario depende de la
hormona estimulante del foliculo (FSH) y la LH (Arroyo et al., 2020). Durante esta fase los
foliculos terciarios tienen un didmetro que varia entre el rango de 3-9 mm (Adams y Singh,
2021). El crecimiento de los foliculos terciarios estd asociado, también con una mayor

vascularizacion de la teca y crecimiento de los ovocitos (Cheon, 2012).



Las células del cumulus son esenciales para asegurar la supervivencia y posterior maduracion
del ovocito (Tanghe et al., 2002). Los ovocitos dependen de las células somaticas foliculares
para transmitir sefiales a través de las microvellosidades de las células del cumulus que se

proyectan a través de la zona pelGcida hacia el citoplasma (uniones GAP) (Eppig et al., 1997).

Foliculo Pre- Ovulatorio

LH, Inhibinas,
estrogenos,
factores de
crecimiento

Ovocito  secundario &
con primer cuerpo
polar.

Foliculo terciario

Figura 4. Maduracion de foliculo terciario a foliculo pre-ovulatorio (Adaptado de Huang y
Wells, 2011).

2.2 Onda folicular

Una onda folicular se define como el crecimiento sincrénico de un grupo de foliculos antrales
dependientes de la gonadotrofina, de la cual uno se tornara dominante, que ocurre a intervalos
regulares (Ginther et al., 2004). En vacas adultas, cada ciclo estral puede ocurrir de una a cuatro
ondas de crecimiento folicular (Ginther et al., 1989). Segun Ginther et al. (1989) en bovinos
Bos taurus predominan de dos a tres ondas por ciclo estral. El ciclo estral en el bovino es de 21
dias, como un promedio entre ciclos de dos y tres ondas (Adams y Singh, 2021). La onda
folicular esta integrados por estadios de reclutamiento, seleccion, dominancia y atresia folicular
(Monniaux et al., 2012).

La tasa de crecimiento de los foliculos reclutados es similar hasta la seleccion folicular, donde
se diferencia un foliculo dominante y foliculos subordinados (Figura 5) (Ginther, 1995). Tanto,
en los ciclos estrales de dos como de tres ondas, se produce la aparicion de la primera onda
folicular constantemente en el dia de la ovulacion (dia 0). La aparicion de la segunda onda
ocurre el dia 9 o 10 para ciclos de dos ondas, y el dia 8 0 9 para ciclos de tres ondas. En los

ciclos de tres ondas, surge una tercera onda el dia 15 o 16. Asimismo, bajo la influencia de la



progesterona (Ejm: diestro, prefiez) los foliculos dominantes de las ondas sucesivas son
anovulatorios y experimentan atresia (Bergfelt et al., 1991).
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Figura 5. Ondas foliculares durante el ciclo estral bovino. FR: Fase de reclutamiento. (Adaptado
de Ginther, 1995).

2.2.1 Fase de reclutamiento

La aparicion de una onda folicular estd predeterminada por un incremento (pico) en las
concentraciones de FSH que se produce junto con el reclutamiento de un grupo o cohorte de

foliculos antrales pequefios de (3—4 mm) (Ginther et al., 2001).

Los picos de FSH circulante y el inicio de ondas foliculares son eventos causalmente
relacionados (Figura 6) (Ginther et al., 2001). Ademas, el tratamiento con FSH exdgena
aumenta el ndmero de foliculos reclutados y se ha utilizado para superovular animales

domeésticos y promover el desarrollo de multiples foliculos ovulatorios en mujeres (Fortune,
2018).



El papel critico de la FSH en el reclutamiento de foliculos en ondas foliculares esta bien
establecido y ha sido revisado con mas detalle por Fortune et al., 2001 y Ginther et al., 2001.
De los foliculos reclutados que iniciaron su crecimiento en respuesta a FSH, uno o varios
(dependiendo de la especie) son seleccionados para continuar su crecimiento (Fortune et al.,
2001).
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Figura 6. Concepto de umbral de FSH en el reclutamiento folicular (Adaptado de Fauser y Van
Heusden, 1997).

2.2.2 Fase de seleccidn

Los foliculos antrales reclutados (>5mm) son elegidos para continuar su crecimiento mediante
el proceso de seleccion folicular (Webb et al., 1999). El foliculo que se selecciona del grupo
reclutado se denomina "dominante” (Hodgen, 1982; Ginther, 2017), mientras que los otros

foliculos de la onda sufren atresia y se denominan “subordinados” (Adams, 1999).

La seleccion ha sido explicada como un fendmeno para evitar la atresia. En otras palabras, el
proceso de seleccion puede considerarse una progresion jerarquica de la atresia folicular durante
la fase que abarca el incremento y la caida de la FSH. Los foliculos mas pequefios de la onda

son los menos capaces de competir por los niveles decrecientes de FSH y, por lo tanto, son los


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/atresia

primeros en sufrir atresia, seguida de la regresion de foliculos progresivamente mas grandes en

la ola hasta que finalmente solo sobrevive el foliculo dominante (Adams et al., 1993).

El proceso de seleccion de un foliculo dominante ocurre una vez en la fase folicular temprana
o media del ciclo estral y se espera que el foliculo seleccionado se vuelva dominante (Pache et
al., 1990). Se ha sugerido que la produccidn de estradiol (E2) y la capacidad de responder a las
gonadotropinas son caracteristicas importantes que debe poseer el foliculo seleccionado para

ser el dominante (Fortune et al., 2001).

2.2.3 Fase de dominancia

El foliculo dominante ejerce un dominio tanto morfolégico como funcional, adquiriendo
receptores de LH en cada onda folicular continuando con su crecimiento, mientras que los
foliculos subordinados dependientes de FSH se atresian (Ginther et al., 2001). Ademas, una de
las caracteristicas del foliculo seleccionado (> 8mm) es su mayor capacidad para la produccion
de estradiol e inhibina en bovinos (Ginther et al., 2003). La secrecién de altas cantidades de
estradiol es el sello caracteristico de los foliculos preovulatorios (Fortune et al., 2001; Ginther
et al., 2001) y el estradiol es un regulador de retroalimentacion negativa de la FSH y positiva
de LH.

El foliculo dominante requiere de LH para continuar su desarrollo folicular, los foliculos
seleccionados que previamente fueron dependientes de FSH para continuar su crecimiento,
sintetizar estradiol y progesterona cambian su dependencia a la LH (Evans et al., 1994). El
foliculo seleccionado preovulatorio presenta mayor cantidad de receptores para LH y estos
incrementan de manera sustantiva hasta antes de que el foliculo dominante ovule (> 9mm)
(Figura 7) (Lucy et al., 1992).
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Figura 7. Rol de las gonadotropinas en la seleccion y dominancia folicular en el bovino
(Adaptado de Webb et al., 2003).

2.2.4 Fase de atresia

La fase de atresia es la reabsorcion del liquido folicular del antro con apoptosis del ovocito y
células de la teca y granulosa). Esto coincide con la disminucion en las concentraciones de FSH,
que ocurre de 3-4 dias después del reclutamiento (Adams et al., 2008). Esta disminucién es
atribuida a la accion combinada entre la inhibina y el estradiol sobre la secrecion hipofisiaria
de FSH que afecta el crecimiento de los foliculos menores de 5mm de diametro, los cuales

también reducen su sensibilidad a gonadotropinas (Driancourt, 2001).

La atresia ocurre a lo largo del desarrollo folicular y la muerte celular apoptotica es un
mecanismo subyacente de pérdida celular durante la atresia folicular (Tilly et al., 1991). En el
bovino se ha demostrado que una disminucién en la produccion de estradiol intrafolicular

precede a la apoptosis de las células de la granulosa (Austin et al., 2001).

En bovino, se ha demostrado que la atresia folicular se acomparia de un aumento considerable
de las proteinas transportadoras del factor de crecimiento similar a la insulina (IGFBP) de
menor peso molecular (Nicholas et al., 2005). Es importante destacar que la IGFBP-5 parece

ser un marcador particularmente bueno de la atresia, ya que otras IGFBP se expresan en
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diferentes etapas del desarrollo folicular, mientras que la IGFBP-5 es exclusiva de la atresia
(Monget et al., 1998). De hecho, se ha demostrado que el perfil de expresion de IGFBP del
liquido folicular se puede utilizar para predecir mejor la competencia de desarrollo de los
ovocitos (Nicholas et al., 2005) (Ver figura 8).

Foliculos reclutados Foliculo dominante
Bajo estradiol, a- inhibina Alto estradiol, a- inhibina
Bajo IGFBPs 2,4,5 Bajo IGFBPs 2,4,5

FSH
« Pico 10
reovulatorio 3
p Recnes Tamano
folicular
(mm)

* Aumento
periovulatorio

Atrésicos subordinados
Bajo estradiol, a- inhibina
Alto IGFBPs 2,4,5

[ I I I [ I

-36 -12 T2 36 60 84

Intervalo después del pico de FSH, h

Figura 8. Representacion esquematica de las concentraciones de FSH, los patrones de
crecimiento de los foliculos y los cambios de estradiol intrafolicular, inhibinas, IGFBP en
relacién con la atresia de células de la granulosa apoptoticas durante la primera onda. (Adaptado
de Austin et al., 2001).

2.3 Crecimiento y maduracion de ovocitos

El foliculo dominante de la onda folicular final se desarrolla después de la seleccion y alcanza
el estado preovulatorio con un diametro >15 mm (Kerin et al., 1981). Tanto los factores
intraovaricos como los endocrinos contribuyen y regulan el crecimiento del foliculo
preovulatorios. El ovocito y el foliculo estdn en constante comunicacion y los factores de
diferenciacion del crecimiento-9 (GDF-9) son necesarios para el desarrollo del foliculo hasta la
etapa ovulatoria y la proteina morfogenética dsea-15 (BMP-15) estd involucrado en la
expansion de las células del cumulus (Guéripel et al., 2006). La produccion de estradiol del
foliculo dominante estimula el pico de LH necesario para inducir la ovulacién (Bomsel-

Helmreich etal., 1979). La ovulacion implica una serie de eventos que culminan en la liberacién
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del contenido antral de un foliculo, incluido su complejo cimulo-ovocito maduro, y el inicio

del desarrollo de un cuerpo luteo (Adams y Singh, 2021).

La maduracion de los ovocitos es un evento fisiologico durante el cual los ovocitos adquieren
su capacidad fecundante y posterior desarrollo del embrion. Este evento involucra procesos
complejos y distintos, la maduracion nuclear y citoplasmatica que ocurren simultaneamente en
tiempos determinados (Ferreira et al., 2009). La maduracion nuclear involucra especialmente
la segregacion cromosémica , mientras que la maduraciéon citoplasmatica involucra la
reorganizacion de las organelas y el almacenamiento de ARNm, proteinas que actdan en el

proceso de maduracion, fecundacién y el desarrollo embrionario (Fan y Sun, 2019).

2.3.1 Interaccion ovocito-cUmulos

La interaccidn ovocito-cumulus se refiere a la comunicacion entre el ovocito y las células
somaticas en el foliculo ovéarico. Esta comunicacion se lleva a cabo a través de uniones de gap
y proyecciones transzonales, las cuales se extienden desde las células granulosas a través de la
zona pelucida y se unen a profundas invaginaciones en la superficie del ovocito. Estas uniones
permiten el intercambio de sefiales entre el ovocito y las células somaéticas, lo que permite el

suministro de sustratos al ovocito en crecimiento (Li y Albertini, 2013).

Las células de la granulosa se comunican entre si y con el ovocito a través de uniones gap
compuestas principalmente por conexinas (Cx) (Anderson y Albertini, 1976). En el ovario

Cx43 y Cx37 son las méas importantes (Eppig, 1982)

La figura 9 muestra las proyecciones transzonales de las células de la granulosa que atraviesan
la zona peldcida y forman uniones con invaginaciones profundas en la superficie del ovocito
y/o uniones comunicantes en la membrana plasmatica del ovocito. Estas proyecciones pueden

estar compuestas principalmente por actina F o por microtabulos (Li y Albertini, 2013).
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Figura 9. Interaccion del ovocito con las células sométicas (Adaptado de Li y Albertini, 2013)

El AMP ciclico y el guanocin monofosfato (GMP) se consideran los principales inhibidores de
la reanudacion meiotica en el ovocito (Tornell et al., 1990). EL GMP ciclico producido por las
células de la granulosa ingresa al ovocito a través de uniones gap entre el ovocito y las células
del cimulo para mantener niveles bajos de fosfodiesterasa 3A (PDE3A) en el ovocito (Norris
et al., 2009). Los bajos niveles de PDE3A mantienen altos niveles de cCAMP producido dentro
del ovocito (Mehlmann, 2005) y, por lo tanto, mantiene la detencion meidtica al suprimir la
actividad del factor promotor de la maduracion a través de la estimulacién de la proteina quinasa
A dependiente de cCAMP lo que provoca una caida en el cCAMP intraovocitario y la reanudacion

meidtica (Norris et al., 2009).

Poco después del pico de LH, las uniones gap entre las células del cimulo y el ovocito se
deterioran (Hyttel et al., 1986). La pérdida de comunicacion entre las células elimina la
sefializacion inhibidora y el ovocito puede reanudar la meiosis. Sin embargo, la meiosis se
detiene nuevamente en la metafase Il (segunda detencion de la meiosis) hasta que ocurra la

fecundacidn, cuando finalmente se completa la meiosis (Adams y Singh, 2021).
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2.3.2 Maduracion citoplasmatica y nuclear de ovocitos

La maduracion citoplasmatica es un proceso critico para el desarrollo del ovocito y su posterior
fecundacidn exitosa (Mao et al., 2014). Durante este proceso, el ovocito experimenta cambios
moleculares y de las organelas en su citoplasma que le permitiran adquirir la capacidad de
desarrollar un embrién viable. Los cambios ultraestructurales en el citoplasma incluyen la
migracion de varios de los organelos. Las mitocondrias y el complejo de Golgi, que se
encuentran en la periferia del ovocito inmaduro, se desplazan hacia una distribucion
perinuclear. Los granulos corticales, originarios del complejo de Golgi y originalmente situados
en el centro del ovocito, migran hacia la periferia y se anclan a la membrana del ovocito (Cran
y Moor, 1990; Ferreira et al., 2009) (Figura 10). La reorganizacion de las mitocondrias es muy
importante debido a que esta se encarga de la produccion de energia necesaria para la
descomposicion de la vesicula germinal (GV), la organizacion del huso y la segregacion
cromosémica (Fan y Sun, 2019). Wang et al. (1997) también sefialan que la distribucion de las

mitocondrias en los ovocitos puede variar entre los madurados in vivo e in vitro.

La maduracion nuclear es un proceso complejo que comienza con la ruptura de la vesicula
germinal (GVBD), seguida de la formacién de los husos meiéticos y la alineacion de los
cromosomas bivalentes a lo largo de sus cromatidas. Una vez que todos los cromosomas
bivalentes se alinean bien en la placa media y entran en tension de microtubulos, se condensan
los cromatidas y se emite el primer cuerpo polar que contiene un conjunto de cromosomas. El
ovocito entonces entra en la segunda ronda de meiosis, pero se detiene nuevamente en la etapa

de metafase Il hasta la fecundacion (Figura 10) (Ferreira et al., 2009; Fan y Sun, 2019).

Sato et al. (1982) observaron la metafase Il en ovocitos de cerdo entre 20y 24 hyde 20a22 h
en bovinos después de haber iniciado la maduracion in vitro, completandose la maduracion
nuclear cuando se alcanza la metafase Il y la expulsion del primer cuerpo polar se lleva a cabo.
En general, el 80 % de los ovocitos alcanzan la maduracion 24 h después de iniciar la
maduracion in vitro. Los cambios que ocurren dentro del citoplasma y en la zona pelucida,
concurrentemente con cambios nucleares, son necesarios para continuar con el desarrollo
(Gordon, 1994).
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la maduracién nuclear y citoplasmética desde la etapa inmadura de la vesicula germinal hasta

la etapa madura metafase 1. B) Fecundacién del ovocito (Ferreira et al., 2009)

2.4 Desarrollo embrionario temprano

El desarrollo embrionario temprano es un proceso por el cual el ovocito fecundado o cigoto
comienza a desarrollarse para dar lugar a un embrién (Dietl, 1986). Los primeros dias de
desarrollo representan una ventana clave durante un periodo sensible, cuando el embrion se
generay se guia a través del oviducto que determina la fase de vida posterior. Durante el periodo
de desarrollo embrionario temprano ocurre varios eventos criticos en el embriéon que ain se
desconocen (Niemann y Wrenzycki, 2000). Esto, tiene relacion con los cambios morfoldgicos
y bioguimicos relacionados con la actividad genémica y complejos procesos fisiologicos (Gad
et al., 2012). Los eventos posteriores a la fecundacion del ovocito incluyen la primera division
(2 células), segunda division (4 células), activacion del genoma embrionario-EGA (8 células),

compactacion (16 - 32 células), blastulacién y formacion de blastocisto (Gad et al., 2012).

Uno de los mayores contribuyentes a la eficiencia reproductiva es la temprana mortalidad
embrionaria. Aunque se han logrado avances significativos en la ganaderia bovina la industria

y la fertilidad se ha visto afectada negativamente, desarrollo embrionario temprano, la
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generacion y recoleccion de embriones de animales genéticamente valiosos es de gran
importancia para fines de reproduccion, como se refleja en las estadisticas de la Sociedad

Internacional de Tecnologia Embrionaria (IETS) (Viana, 2022).

2.4.1 Primera division celular

Después de la fecundacion (dia 0) el cigoto recién formado inicia la primera division que es de
vital importancia, los reportes indican que una division temprana esta relacionada con la
capacidad de desarrollo a blastocisto (Meseguer et al., 2011; Milewski y Ajduk, 2017).
Posteriormente, el embrion se divide con una periodicidad de unas 24 h, mientras éste desciende
por el oviducto; de alli, se observan dos células o blastdbmeros simétricos y bien definidos, sin
que se aumente la masa celular (Bruce y Carlson, 1990).

1 Célula 2 Células
(Dia 1) (Dia 2)

Figura 11. Primera division celular del cigoto bovino (Adaptado de Jahnke et al., 2014).

2.4.2 Activacién del genoma embrionario

La activacion del genoma embrionario se describe como el momento en que el embridn pasa
de utilizar el ARNm derivado del genoma materno a activar su propio genoma; durante este
periodo, el embrién comienza a sintetizar su propio ARNm y proteinas, con el fin de alcanzar

estadios de desarrollo mas complejos (Schultz, 1993).

En la etapa de division temprana la activacion del genoma embrionario es menor (Abe, 2018)
alcanzando en la etapa de 8 y 16 células en bovinos una activacion del genoma embrionario

méaxima (Figura 12) (Graf et al., 2014). El paso de genoma materno a embrionario incluye los
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siguientes eventos: agotamiento de los transcriptos maternos por degradacion y traduccion;
reemplazo de transcriptos maternos almacenados en ovocitos por transcriptos embrionarios y

la generacion de nuevos transcriptos del embrion (Sirard, 2010).
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Figura 12. Activacion del genoma embrionario en bovinos (Adaptado de Graf et al., 2014).
2.4.3 Compactacion y blastulacién embrionaria

En bovinos la compactacion embrionaria ocurre entre 16 a 32 células (Bazer et al., 2009). La
compactacion consiste en la formacion de intimas uniones intercelulares, que, junto con una
disminucion en el tamafio de los blastomeros, da lugar a la formacion de un embrion mas
redondo y cohesionado, observandose un aumento del espacio perivitelino (Rizos et al., 2002b).
Durante el proceso de compactacion, el embrién es denominado morula temprana, mientras que

una vez que ha finalizado este proceso se denomina moérula compacta.

La fase final de la compactacion de la morula, ocurre la diferenciacion celular e inicio de la
formacion de blastocisto al dia 6 (De Loof, 1992). La cavidad central del blastocisto, conocida
como blastocele, estd completamente rodeada por una capa de células diferenciadas conocida
como trofectodermo, que eventualmente dara lugar a algo de tejido extraembrionario. La masa
celular interna, una pequefia coleccion de células indiferenciadas que eventualmente daran
lugar al feto, se encuentra justo debajo del trofectodermo. Debido a esto, los dos tipos de células
exhiben diversos patrones de expresion genética en la etapa de blastocisto (Ozawa et al., 2012).
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Mientras que la masa celular interna muestra un mayor nivel de expresion de genes relacionados
con la respuesta inmune, la pluripotencia y la especificacion o migracion celular, el
trofectodermo se dirige principalmente a la comunicacion materno-embrionaria, el transporte
de liquido y macromoléculas, el metabolismo, la organizacion del citoesqueleto de actina, y

eliminacion de la zona pelucida (Ozawa et al., 2012).

(Dia 4) (Dia 5) (Dia 5-6)

Mérula Blastocisto Temprano Blastocisto
(Dia 6) (Dia7) (Dia 7-8)

Figura 13. Compactacion y blastulacion de embriones bovinos (Adaptado de Jahnke et al.,
2014).

2.4.4 Eclosion y elongacion del blastocisto

La presion osmotica en el interior del blastocele del embrion comienza a expandirse (dia 7). La
expansion conlleva el aumento del diametro del embridn, adelgazamiento de la zona pellcida
y la compactacion del macizo celular interno. Finalmente, se produce la ruptura de la zona
pelicida y la eclosion del blastocisto (dia 8 y 9). La zona pellcida actia como mediador en la
unién de los gametos y la respuesta inmune materna, también previene el contacto y la adhesion

del trofectodermo embrionario al epitelio luminal (Clark, 2010).

La pérdida de la zona pelicida marca el inicio de la implantacién en roedores, equinos, humanos
y primates. Sin embargo, en rumiantes y cerdos, el embrién comienza a sufrir una serie de
cambios morfoldgicos significativos (Allen y Stewart, 2001). El blastocisto crece hasta adoptar

una forma de ovoide a tubular después de la eclosién y se alarga hasta formar el cuerno uterino
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(Spencer et al., 2008). El blastocisto crece rapidamente, desde menos de 1 cm (dia 12) hasta
mas de 10 cm (dia 16), principalmente porque el trofoblasto se expande rapidamente (Robinson
et al., 2006). Ademas, el alargamiento desencadena la produccién de interferon tau (IFNt) por
las células del trofectodermo (Roberts et al., 1999; Spencer y Bazer, 2004), alcanzando un nivel
maximo entre los dias 15 y 17 y es necesario para que esto suceda. reconocer un embarazo y
mantenerlo vivo (Wolf et al., 2003).
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Figura 14. Eclosion y elongacion de blastocisto en bovinos (Adaptado de Nakamura et al.,
2020).

2.5 Estrategias de mejora en los medios de cultivo embrionario

La maduracion de los ovocitos y el desarrollo embrionario previo a la implantacion, existen
varios factores que afectan las condiciones de cultivo in vitro, tales como; baja tension de
oxigeno atmosférico in vitro (5 % O2) (Ali et al., 2003), aumento de especies reactivas de
oxigeno (ROS) o peroxidacion lipida (Comporti, 1989), variacion en la temperatura (Guerin et
al., 2001), composicién del medio de cultivo (Martin-Romero., 2008), lo que resulta en
apoptosis o desarrollo embrionario anormal (Kadenbach et al., 2004). Por otra parte, el oviducto
y el ambiente uterino probablemente contienen muchas sustancias que sostienen el desarrollo
embrionario o eliminan factores toxicos. Para imitar estas condiciones in vivo, en el laboratorio

se han agregado al sistema de cultivo diferentes sustancias que pueden beneficiar el proceso,
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entre ellos antioxidantes para proteger las células de estrés oxidativo, tales como; cisteina (Ali
et al., 2003), B-caroteno (Yu et al., 2019), vitamina C (Sovernigo et al., 2017), antocianina
(You et al., 2010); factores de crecimiento (Arat et al., 2016) y modulares de cAMP (Sugimura
et al., 2018). A pesar de que se han producido mejoras en la composicion de los medios IVM,

la tasa de blastocisto rara vez supera el 40-50 % (Lonergan y Fair, 2016).

2.5.1 Reduccion de estrés oxidativo de la actividad celular

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la produccion de ROS y la capacidad del organismo
para neutralizarlos mediante antioxidantes (Halliwell, 1994). Las ROS (peroxido de hidrogeno
(H 2 O 2), superdxido (O 2 -), hidroxilo (OH -) y radicales peroxilo) son un subproducto de la
generacion de ATP a través de la fosforilacion oxidativa y enzimas como la NADPH oxidasa y
la xantina oxidasa en el metabolismo de 6vulos, espermatozoides y embriones previos a la
implantacion (Deluao et al., 2022). Cantidades excesivas de ROS tienen efectos dafinos en las

células y conducen al cambio y a la muerte celular (Agarwal et al., 2005). Ver Figura 15.
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Figura 15. Produccion de ROS en el metabolismo del desarrollo embrionario (Adaptado de
Deluao et al., 2022).
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Los embriones in vivo estdn protegidos contra el estrés oxidativo mediante receptores de
oxigeno presentes en el liquido folicular y oviductal, siendo estos fluidos ricos en antioxidantes
como vitamina A, C y E, piruvato, taurina, glutation (GSH) y cisteamina (Carbone et al., 2003),
mientras que los embriones in vitro dependen de sus propios mecanismos de defensa
antioxidantes para protegerse contra el estrés oxidativo, fuera de lo que se proporciona en los
medios de cultivo, catalasa (CAT), glutation y glutamilcisteina sintasa. Aunque, las condiciones
ambientales (manipulacion, temperatura, luz, constituyentes de medios, concentracion de
esperma y 02) a las que estan expuestos estos embriones favorecen el aumento de ROS y
pueden conducir a una baja regulacion de su mecanismo de defensa (Guerin et al., 2001). Por
otro lado, una amplia variedad de antioxidantes ha sido utilizada para reducir los niveles de
ROS durante la PIVE (Rocha-Frigoni et al., 2016), siendo estas: quercetina (Kang et al., 2013),
antocianina (You et al., 2010), resveratrol (Wang et al., 2014), taninos (Yin et al., 2021),
cisteina, cisteamina y catalasa (Rocha-Frigoni et al., 2016) (Ali et al., 2003), carnitina, vitamina
C (Sovernigo et al., 2017), etc, algunos de ellos con resultados que mejoran la maduracion y

desarrollo embrionario (Ver tabla 1).

Tabla 1. Investigaciones de la suplementacién de antioxidantes en los medios de maduracién

de la produccidn de embriones in vitro en especies domésticas.

Autor y Especie Antioxidante Dosis Conclusién
Afio
Cisteina 0.6 mM La cisteina incremento la tasa de
Alégégl., Bovino N-acetil-L-cisteina (NAC) 0.6 mM blastocisto versus el control
Catalasa 5 Ul/ml (33,3 vs 20,3 %).
Superoxido dismutasa (SOD) 10 Ul/ml
You et al., Mejoro la tasa de blastocisto vs.
2010 Porcino Antocianina 1 ug/mi el control (32.2 vs. 16.1 %)
Kang et Mejoro la tasa de blastocisto vs.
al.,, 2013  Porcino Quercetina 1 ug/mi el control (15.81 vs. 9.82 %)
Wang et Mejoro la tasa de blastocisto vs.
al., 2014 Bovino Resveratrol 1 uM el control (30 vs. 15 %).
Rocha- Cisteina 0.6 mM El desarrollo embrionario no se
Frigoniet  Bovino Cisteamina 100 uM vio afectado por la adicion de
al., 2016 Catalasa 100 UI antioxidantes
Quercetina 2 uM
Bovino Cisteamina 100 uM
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Sovernigo Carnitina 0.5mg/ml  Mejoro la tasa de blastocisto vs.

etal., 2017 Vitamina C 50 ug/ml el control (52 a 54 vs 47.2 %).
Resveratrol 2 uM
Mejoro la tasa de blastocisto vs.
Yinetal., Porcino Taninos 10ug/ml el control
2021 (53,63 vs 30,62 %)

2.5.2 Activacion del factor de promotor de la maduracion

El factor promotor de la maduracion (MPF) es un regulador clave de los ciclos celulares tanto
mitéticos como meidticos, catalizando el fin de la detencion meiotica en el diploteno y la
continuacidn de la meiosis a través de la metafase | hasta la metafase 11 donde se produce una

segunda detencion meiotica (Leal et al., 2018).

La maduracién de los ovocitos in vivo comienza en respuesta al aumento ovulatorio de LH, que
induce el cierre de las uniones comunicantes y la desfosforilacion e inactivacién de los
receptores de péptidos natriuréticos (NPR) en las células somaticas (Egbert et al., 2014). En los
ovocitos, el agotamiento del cGMP de las células del cimulo provoca la activacion de la
PDE3A y la hidrolisis del cAMP, lo que lleva a la reanudacion de la meiosis (Liu et al. (2013).
Por el contrario, cuando un ovocito maduro se extrae de su foliculo antral, las concentraciones
de cAMP en los ovocitos disminuyen rapidamente, lo que lleva a la reanudacion de la meiosis
espontanea (Albuz et al., 2010). Por tanto, una disminucion en la concentracion de cAMP
provoca la reanudacion de la meiosis en ovocitos maduros in vivo e in vitro (Vivarelli et al.,
1983). En consecuencia, las concentraciones mas altas de cAMP mantienen la detencién
meidtica al suprimir la activacion del factor promotor de la maduracién (MPF), mientras que
las concentraciones mas bajas de cCAMP inducen la activacion del MPF, lo que llevaala GV'y
la reanudacion meidtica (Bilodeau-Goeseels, 2011).
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Figura 16. llustracion esquemaética de las diferentes vias de accion de los principales
moduladores de CAMP para neutralizar la MPF durante la IVM (Adaptado de Leal et al., 2018).

Una reanudacion de la meiosis, inmediato a la recuperacion de ovocitos no coincide con la
maduracion citoplasmatica, siendo este desequilibrio la razén principal por la reducida
eficiencia en la PIVE. Por este motivo, la IVM ha llamado la atencion de los investigadores con

el objetivo de mejorar los resultados del PIVE (Demyda-Peyras et al., 2013).

Las estrategias para bloguear la reanudacion meidtica después de la recuperacion de ovocitos
suelen centrarse en los niveles de cAMP de los ovocitos. El inhibidor de la PDE de amplio
espectro IBMX (3-isobutil-1-metilxantina) puede prevenir la reduccion del cAMP en los
ovocitos, un activador de la adenilato ciclasa (forskolina, FSK) que estimula la produccion de
cAMP o anéalogos de CAMP permeable a las celulas (8-br-cAMP o dbcAMP) para mantener
artificialmente altas concentraciones de cAMP dentro del complejo caimulo (COC) (Funahashi
et al., 1997, Albuz et al., 2010, Rose et al., 2013, Richani et al., 2014, Appeltant et al., 2015,
Li et al., 2016, Sugimura et al., 2018), en varios experimentos con resultados que mejoran la

maduracion y desarrollo embrionario (Ver tabla 2).
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Tabla 2. Investigaciones que evaltan diferentes moduladores para neutralizar el MPF durante

la maduracidn in vitro de ovocitos para modular las concentraciones de CAMP.

Autor y Afo Especie Modulador Dosis Conclusién
Funahashi etal.,  Porcino dbcAMP 1mM La pre-IVM con dbcAMP aument6 la tasa de
1997 de blastocistos vs. control (21.5 vs. 9.2%)
Albuz et al., Bovino IBMX 500 pM La pre-IVM con FSK + IBMX aument6
2010 aumento la tasa de de blastocistos vs. control
FSK 100 pM
(69 vs. 27%)
Rose et al., Ovino IBMX 500 uM No se evidencio diferencia significativa en la
2013 tasa de blastocistos.
FSK 100 pM
Richani et al., Ratén IBMX 50 uM La pre-IVM con FSK + IBMX aumentd la tasa
2014 de blastocistos vs. control (75 vs. 58%).
FSK 50 uM
Appeltantetal.,  Porcino IBMX 0,5mM No se evidencio diferencia significativa en la
2015 tasa de blastocistos.
dbcAMP 1 mM
Lietal., 2016 Bovino IBMX 500 uM La pre-IVM con FSK + IBMX aumentd la
tasa de de blastocistos vs. control (39,2
FSK 100 M
vs.26.3%)
Sugimura et al., Bovino IBMX 500 uM La pre-1VM con dbcAMP + IBMX aumento
2018 la tasa de de blastocistos vs. control (62.4 vs.
dbcAMP 1 mM
40.4%)

2.5.3 Uso de factores de crecimiento para promover la maduracion

Los factores de crecimiento son proteinas que se unen a receptores especificos en la superficie
celular para estimular la proliferacion, diferenciacion y maduracion celular (Nna et al., 2017).
Estos factores de crecimiento se han utilizado para promover la maduracion de ovocitos in vitro
(Ota et al., 2021). Los factores que intervienen en este desarrollo estan presentes en el liquido
folicular ovarico de los mamiferos (Hsieh et al., 2009). Tales como el factor de crecimiento
similar a la insulina ovarica (IGF) 1 y IGF2 (Hammond et al., 1988), factor de crecimiento

vascular endotelial (VEGF) (Barboni et al., 2000), factor de crecimiento neurotréfico derivado
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del cerebro (BDNF) (Seifer et al., 2002), el factor de diferenciacion del crecimiento-9 (GDF-
9) y la proteina morfogenética 6sea-15 (BMP-15) (Hussein et al., 2006) (Ahumada et al., 2013)
(Block et al., 2008). Estudios recientes han demostrado que los factores de crecimiento pueden
mejorar la maduracion y calidad de los ovocitos in vitro al reducir los niveles de estres oxidativo

y aumentar la expresion de enzimas antioxidantes (Paulino et al., 2022) (Ver tabla 3).

Tabla 3. Investigaciones que evallan diferentes factores de crecimiento para promover la

maduracion in vitro de ovocitos.

Autor y afio Especie Factor Dosis Conclusion
Hussein et al., Bovino GDF 9 175 ng/ml Mejoro la tasa de blastocisto vs. el control
2006 BMP 15 10% viv (58 vs. 41 %)
Ahumada et Bovino EGF 10 ng/ml Mejoro la tasa de blastocisto vs. el control
al., 2013 IGF | 10 ng/ml (23.5 vs. 19%)
TGF-a 10 ng/ml
Block et al., Bovino IGF 1 100 ng/ml No se encontraron diferencias significativas
2008 en la tasa de blastocisto vs. el control.
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11l METODOLOGIA
3.1 Lugar

El estudio se realizd en el Laboratorio del Centro de Investigacion en Tecnologia de
Embriones (CIETE) del PIPS Mejoramiento Animal de la Facultad de Zootecnia de la
Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), ubicada en el distrito de La Molina,
provincia y departamento de Lima.

3.2 Material bioldgico

Los ovarios fueron obtenidos de vacas beneficiadas, los cuales fueron transportados en un
termo en condiciones isotérmicas (37°C), al laboratorio del CIETE. Los ovarios fueron
lavados entre dos a tres veces con solucidn fisioldgica (NaCl, 0.9 %) a 37 °C para eliminar
los restos de sangre, luego se colocaron en un vaso precipitado en bafio maria durante el

proceso de aspiracion.

Los COC'’s fueron aspirados de foliculos de 4 a 8 mm de didmetro, con ayuda de una jeringa
y aguja hipodérmica de 18G x 1 1/2. El liquido folicular aspirado se coloc6 en un tubo Falcon
de 15 ml, el cual se mantuvo durante todo el proceso de aspiracion en bafio maria a 37°C
para posteriormente realizar el filtrado; el cual fue vertido en placas Petri de 60mm para su
bldsqueda y seleccion con medio de manipulacion (MM). La busqueda y seleccion de COC’s
fueron visualizados bajo un estereoscopio (Leica, Alemania), los cuales se clasificaron en
cuatro tipos (A, B, C y D) de acuerdo al nimero de células del cumulus que cubre al ovocito
y citoplasma (tabla 4) (Liebfried y First, 1979). Para la presente investigacion solo se
consideraron como viables para el proceso de maduracion in vitro los ovocitos de tipo Ay
B. Los COCs seleccionados fueron colocados en placas Petri de (35 x 15 mm) en medio de

maduracion.

Finalmente, previo a su maduracién se lavaron cuatro veces en gotas de medio de

manipulacion y medio de maduracion IVM (Vitrogen®, Brasil).
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Tabla 4. Clasificacion de la calidad de ovocitos inmaduro (Liebfried y First, 1979).

N° de células del

Tipo , Citoplasma
cumulo
A De 4 a mas capas Homogéneo y transparente
B  Deunaatres capas Homogéneo con zonas periféricas oscuras
C Denudados Irregular con zonas oscuras
D  Células expandidas Irregular con zonas oscuras

3.3 Disefio experimental

El trabajo de investigacion llevo a cabo su desarrollo mediante dos experimentos:

Experimento I: Dosis de antocianina en medio IVM

Para determinar el nivel de antocianina que maximiza el incremento en cantidad y calidad
de blastocistos desarrollados al dia 7 de cultivo in vitro se utilizaron COCs (n=462)
obtenidos de los ovarios de camal y fueron distribuidos al azar en cinco (5) tratamientos con
diferentes niveles de antocianina (pelargonidin chloride P1659-5MG) (T1=IVM control,
T2=IVM +1.0 uM de antocianina, T3=IVM + 10.0 uM de antocianina, T4=IVM + 20.0 uM
de antocianinay T5=1VM + 40.0 uM de antocianina) adicionados al medio IVM (Vitrogen®,
Brasil), respectivamente; para ser madurados in vitro por 24 h, luego fecundados in vitro por
18 h y finalmente cultivados in vitro por 7 dias en condiciones de 5% CO; a 38°C. La
evaluacion de los tratamientos se realizo en tres etapas del desarrollo embrionario; dia 3 (tasa

de clivaje), dia 5 (tasa de morula) y dia 7 (tasa de blastocisto).
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Figura 17. Diagrama de las diferentes dosis de antocianina en medio IVM

Experimento I1: Adicion de antocianina y moduladores de cAMP en medio IVM

De los resultados obtenidos en el experimento | (dosis de antocianina en medio 1IVM), se
eligio la dosis que maximice la tasa de blastocistos y fue utilizada como dosis base para los
medios de maduracion in vitro. En este segundo experimento se evalud la interaccion de
moduladores de cAMP suplementados en IVM para maximizar la cantidad de blastocistos
desarrollados al dia 7 de cultivo in vitro. Los COCs (n=181) obtenidos de ovarios de camal,
fueron distribuidos al azar en cuatro (4) tratamientos (Ta=IVM+dosis optima Exp.1
(control), Th=IVM+dosis optima Exp.1+ 1mM de dbcAMP, Tc= IVM+dosis optima Exp.1
+0.5mM de IBMX, Td= IVM+dosis optima Exp.1+ 1,0 mM de dbcAMP + 0,5 mM IBMX).
En la primera parte, los COCs fueron sometidos a pre-maduracion in vitro por 2h
suplementados por dbcAMP (D0627-Sigma Aldrich) e IBMX (15879- Sigma 17 Aldrich).
Seguidamente, los ovocitos fueron transferidos a un medio IVM +dosis optima Exp.1
(control) durante 22 h adicionales para completar la maduracion in vitro. Posteriormente,
fueron fecundados in vitro por 18 h y cultivados in vitro por siete dias en condiciones de 5%
CO; a 38°C. La evaluacion de los tratamientos se realizo en tres etapas del desarrollo

embrionario; dia 3 (tasa de clivaje), dia 5 (tasa de moérula) y dia 7 (tasa de blastocisto).
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Figura 18. Diagrama de la adicién de antocianina y moduladores de cCAMP en medio IVM.

3.4 Maduracion, fecundacién y cultivo in vitro

Previo a la maduracion in vitro (2 h), se preparé gotas de maduracion de 70 ul en una placa
Petri de 35mm. Se colocaron 15 COCs por microgota de medio IVM (Vitrogen®, Brasil)
cubiertas por aceite mineral estabilizada (Sigma Aldrich), durante 24 h en una incubadora a
38°C, 5% de CO2 y humedad a saturacion.

Los COC’s al término de las 24 h de maduracion, fueron retirados del medio de maduracion
para posteriormente ser lavados tres veces en medio de fertilizacion (IVF- Vitrogen®,
Brasil) y se coloco en placas Petri de 35mm en grupos de 15 COCs en microgotas de 70 pl
de IVF (Vitrogen®, Brasil) cubierto con aceite mineral. Las placas con medio IVF tuvieron
que ser preparados dos horas antes de la fecundacion in vitro.

En paralelo, la pajilla de semen se descongel6 a 37°C por 30 segundos. La fecundacion in
vitro se realiz6 adicionando 10 pl de solucion de espermatozoides (concentracion final de 2
x 10° espermatozoides/ml) previamente seleccionado por el método Percoll 45/90. Se evalud
parametros de motilidad y concentracion como indicadores de calidad espermatica. Se
incubaron los COCs con espermatozoides durante 18 h a 38 °C con 5% CO,. Durante todo
el experimento se utilizo pajillas congeladas de semen del mismo toro.

A las 18 h post fecundacion, los cigotos se denudaron por pipeteo, permitiendo asi la
remocion de las células del cimulo, para posteriormente ser lavados tres veces en el medio

de cultivo (IVC -Vitrogen®, Brasil), y transferidos al medio IVC (Vitrogen®, Brasil)
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durante 7 dias, en placas Petri de 35mm en microgotas de 70 pl bajo aceite mineral a 38 °C
con 5% COo; el medio de cultivo se cambid en un 60% al tercer y quinto dia. Los blastocistos
obtenidos fueron clasificados de acuerdo a su morfologia segun las normas de la Sociedad
Internacional de Tecnologia de Embriones-IETS y fueron colocados en tubos Eppendorf de

2ml para ser congelados a -80°C.

3.5 Evaluacién de desarrollo embrionario

La evaluacion del estado de desarrollo y calidad de los embriones cultivados in vitro se
realizd de acuerdo a las normas de la Sociedad Internacional de Tecnologia de Embriones-
IETS. Los codigos para el estado de desarrollo de los embriones varian de “1” a “9” siendo:
Sin fecundar 1 célula (1), 2-12 células (2), Mérula temprana (3), Mérula (4), Blastocisto
temprano (5), Blastocisto (6), Blastocisto expandido (7), Blastocisto eclosionado (8),
Blastocisto eclosionado expandido (9) y para la calidad del embrién varian de "1" a "4"
siendo: excelente (1), regular (2), malo (3) y muerto o degenerado (4) (tabla 5) (Stringfellow
y Givens, 2010).

Tabla 5. Estado de desarrollo y calidad de embriones bovinos segun la IETS (Stringfellow y
Givens, 2010).

Blastocisto expandido
Blastocisto eclosionado
Blastocisto eclosionado/expandido

Estado de desarrollo Calidad del embrién
Cadigo Estado Cddigo Descripcion de calidad
1 Sin fecundar-1 célula 1 Excelente o bueno
2 2-12 células 2 Regular
3 Morula temprana 3 Malo
4 Morula 4 Muerto o Degenerado
5 Blastocisto temprano
6 Blastocisto
5
8
9

3.6 Anadlisis estadistico

Experimento 1, las variables (tasa de clivaje, morula, blastocistos y proporcién de
blastocistos en estadio 5 - 6 y 7) de los cinco tratamientos (T1=IVM control, T2=IVM +1.0
uM de antocianina, T3=1VM + 10.0 uM de antocianina, T4=IVM + 20.0 uM de antocianina
y T5=IVM + 40.0 uM de antocianina) fueron sometidos estadistica descriptiva (media y

error estandar), prueba de normalidad (test de Shapiro-Wilk; p>0,05) y homogeneidad de
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varianzas (test de Levene; p>0,05). Seguidamente, se realiz6 el anédlisis de varianza
(ANOVA) y analisis de medias (prueba de Tukey), utilizando el software IBM SPSS
Statistics v. 23.0 para Windows.

Experimento 2, las variables (tasa de clivaje, morula y blastocistos) de los cuatro
tratamientos (Ta=IVM+dosis optima Exp.1 (control), Th= IVM+dosis optima Exp.1+ 1mM
de dbcAMP, Tc= IVM+dosis optima Exp.1 + 0.5 mM de IBMX, Td= IVM+dosis optima
Exp.1+ 1,0 mM de dbcAMP + 0,5 mM IBMX) fueron sometidos estadistica descriptiva
(media y error estandar), prueba de normalidad (test de Shapiro-Wilk; p>0,05) y
homogeneidad de varianzas (test de Levene; p>0,05). Seguidamente, se realizé el analisis de
varianza (ANOVA) y analisis de medias (prueba de Tukey), utilizando el software IBM
SPSS Statistics v. 23.0 para Windows.
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Experimento I. Efecto de dosis de antocianina en medio VM.

En este trabajo se utilizaron 462 COCs viables (calidad 1 y 2) en 6 sesiones de produccion
de embriones in vitro en bovinos los cuales se cultivaron con diferentes dosis de antocianinas
(tratamientos) para medir su efecto sobre la tasa de desarrollo embrionario en medio IVM
(Tabla 6). El andlisis ANOVA indica que los tratamientos no mostraron diferencias
estadisticas significativas (p > 0.05) entre los tratamientos para tasa de clivaje, morula y
blastocistos. Sin embargo, numéricamente, se puede observar que para el porcentaje de
clivaje en el tratamiento con IVM + 40 uM Antocianina, se obtiene el mayor porcentaje de
clivaje (75.99 + 5.88 %), morula (33.65 + 6.63 %) y blastocistos con (25.38 + 6.78 %)

Tabla 6. Tasa de desarrollo embrionario en medio IVM con diferentes dosis de antocianina

(media + error estandar).

Tratamiento Rep. (#cocs) Clivaje (%) Morula (%) Blastocisto (%)

(xx SD) (xx SD) (xx SD)
T1=IVM control 6 (92) 67,34 £ 1,99 26,96 + 4,22 22,14 + 3,17
T2=IVM + 1 uM de 6 (94) 72,39+425 28,82+ 3,61 28,78 + 3,13
antocianina
T3=IVM + 10 uM de 6 (89) 7159+556 3252+ 7,76 22,28 + 3,61
antocianina
T4=IVM + 20 uM de 6 (95) 67,61+ 452 2750+ 4,83 21,02 + 5,03
antocianina
T5=IVM + 40 uM de 6 (92) 75,99+ 588 33,65+ 6,63 25,38 + 6,78
antocianina

ab | etras diferentes dentro de columnas indica diferencia significativa (p<0.05). X: Media, SD:

Desviacion Estandar

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en el metabolismo del desarrollo
embrionario afecta en diferentes etapas: maduracion, fecundacion, clivaje y proliferacion
embrionaria, activacion del genoma embrionario y eclosion de los blastocistos (Deluao et
al., 2022). Siendo, este factor un tema de investigacion de diferentes grupos, con el fin de

mejorar la eficiencia de la produccion de embriones in vitro.
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En nuestro experimento, la adicion de antocianina durante la maduracion in vitro no
incremento (p > 0.05) la tasa de clivaje y blastocistos vs el grupo control. A pesar de que
existen diferencias numéricas entre los tratamientos, la variabilidad en las repeticiones no
permitio mostrar las diferencias estadisticas. Ademas, una causa de esta variabilidad de estos
resultados se puede ver reflejados en la repeticion del lote de ovarios recolectados de
matadero de animales provenientes de diferentes origenes y manejos, que conlleva a
diferentes niveles de estrés al animal y a nivel celular. Asimismo, los diferentes tipos, dosis
y duracioén de los suplementos de antocianina han mostrado resultados variables de acuerdo
a los glucosidos de cianidina, peonidina o pelargonidina. Considerando que las antocianinas
son un grupo de pigmentos solubles en agua que confieren el color azul, morado y rojo a
muchas frutas y verduras y poseen diferentes tipos de antocianina de acuerdo al fruto; fresas
(pelargonidina-3-glucésido), moras (cianidina-3-glucésido [Cy-3-gic]), cerezas dulces

(cianidina-3-rutin6sido) y arandanos rojos (cianidina-3-galactésido) (Fang, 2015).

En porcinos (You et al., 2010) reportaron efecto positivo al control en la tasa de blastocistos
(32.2 vs. 16.1%) al suplementar la antocianina como antioxidante en el medio IVM.
Asimismo en bovinos, el uso de otros antioxidantes en los medios de maduracion in vitro de
ovocitos bovino tales como; quercetina (53.5 vs 47.2%), resveratrol (54.2 vs 47.2%),
cisteamina (52 vs 47.2%), carnitina (54.2 vs 47.2%) y Vitamina C (52 vs 47.2%; Sovernigo
et al., 2017) mejord la tasa de blastocistos vs el control, respectivamente. En porcinos,
quercetina (15.81 vs. 9.82%; Kang et al., 2013), resveratrol (30 vs. 15%; Wang et al., 2014),
taninos (53,63 vs 30,62%; Yin et al., 2021) mejoro la tasa de blastocistos vs el control,
respectivamente. Sin embargo, segin Rocha-Frigoni et al. (2016) la adicion de cisteina,
cisteaminay catalasa en los medios de maduracion in vitro de ovocitos bovino no incremento

(p > 0.05) la tasa de clivaje y blastocistos vs el grupo control.

La eficiencia en la produccion de blastocistos puede verse afectado negativamente por los
compuestos organicos volatiles liberados por las propias placas de cultivo (Holyoak et al.,
1996), el pipeteo, que se utiliza para manipular gametos y embriones en el laboratorio,
tiene el potencial de desencadenar reacciones activadas por el estrés si se realiza con

demasiada fuerza (Xie et al., 2007). La temperatura y el pH del medio pueden cambiar al
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manipular embriones, lo que puede resultar perjudicial para los gametos y los embriones.
Ademaés, existe evidencia de que las sinergias negativas podrian resultar en un trauma
significativo para el embrion en desarrollo si hay multiples tensiones presentes en el

laboratorio (Awonuga et al., 2013).

4.2 Experimento Il. Efecto de antocianina y moduladores de cCAMP en medio IVM.

En este trabajo se utilizaron 181 COCs viables (calidad 1 y 2) en 3 sesiones de produccién
de embriones in vitro en bovinos los cuales se cultivaron con la dosis optima de antocianina
del experimento 1 y una pre-maduracion con modulares de cAMP suplementados en medio
IVM para maximizar la cantidad de blastocistos desarrollados al dia 7 de cultivo in vitro
(Tabla 7). El andlisis ANOVA indica que los tratamientos no presentan diferencias
estadisticas significativas (p > 0.05) para tasa de clivaje, mdrula y blastocistos. Aunque,
numéricamente, se puede observar que para el porcentaje de blastocistos, mostré mejor
resultado el tratamiento Tb con (34,67 + 18,6 %).

Tabla 7. Tasa de desarrollo embrionario en medios de IVM con antocianina y diferentes

niveles moduladores de cCAMP (media + error estandar).

Tratamiento Rep. (# Clivaje (%) Morula (%) Blastocisto (%)

COCS) (s sD) (x+ SD) (x+ SD)

Ta=IVM+dosis optima Exp.1 3(42) 7429+12,70 31,98 + 8,86 16,83 £ 5,64
(control)

Th= IVM+dosis optima 3 (41) 8251+16,90 35,72+19,29 34,67 £18,6
Exp.1+ 1mM de dbcAMP

Tc=  IVM+dosis  optima 3(39) 72,54+7,10  31,43+940 20,90 + 7,59
Exp.1 + 0.5 mM de IBMX

Td= IVM+dosis optima 3(59) 78,69+1057 20,60 4,61 15,36 + 6,24
Exp.1+ 1,0 mM de dbcAMP
+0,5 mM IBMX)

ab | _etras diferentes dentro de columnas indica diferencia significativa (p<0.05). X: Media, SD:
Desviacion Estandar

En la PIVE es necesario minimizar los efectos negativos de la manipulacion para poder
maximizar la tasa de blastocisto. Bognar et al., (2019) demostraron que la exposicién a la
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luz visible y a la radiacion ultravioleta es perjudicial para los embriones de raton, afectando
su capacidad implantatoria.

En nuestro experimento, la adicion de IBMX 'y dbcAMP en los medios de pre-maduracion
in vitro de ovocitos no incremento (p > 0.05) la tasa de clivaje y blastocistos vs el grupo
control. A pesar de que existen diferencias numéricas entre los tratamientos, el numero
reducido de repeticiones y la variabilidad no permitio mostrar las diferencias estadisticas.
Considerando que los factores que afectan el éxito de la obtencion de una buena tasa de
blastocisto depende de varios factores como; fuentes de ovocitos, condicion corporal y
estado de salud de la donante, medios de maduracion, fecundacion y cultivo (Martin-
Romero., 2008), concentraciones de esperma, variacion de la temperatura en el cultivo
(Guerin et al., 2001), intensidad de luz, tiempo de incubacion para la produccién de
embriones in vitro. Asimismo, los diferentes tipos, dosis y duracion de los suplementos de
antioxidante y modulares de cAMP pueden interaccionar con los diferentes factores que
afectan la produccion de blastocisto, requeriendose estudios que permitan realizar el efecto

de estos suplementos en la produccién de embriones in vitro.

En bovinos (Sugimura et al., 2018) reportaron efecto positivo al control en la tasa de
blastocistos (62.4% vs. 40.4%) al suplementar IBMX y dobcAMPc en los medios de pre-
maduracion in vitro de ovocitos. Asimismo en bovinos, el uso de otros moduladores de
CAMP en los medios de pre-maduracion in vitro de ovocitos tales como; IBMX y FSK (69
vs. 27%; Albuz et al., 2010), (39,2 vs.26.3%), dbcAMP en porcinos (21.5 vs. 9.2%j;
Funahashi et al., 1997), IBMX y FSK en ratones (75% vs. 58%; Richani et al., 2014 mejoré
la tasa de blastocistos vs el control, respectivamente. Sin embargo, en ovinos (Rose et al.,
2013) y porcinos (Appeltant et al., 2015) el uso de otros moduladores de CAMP tales como
IBMX, FSK 'y dbcAMP en los medios de pre-maduracion in vitro de ovocitos no incremento
(p > 0.05) la tasa de clivaje y blastocistos vs el grupo control, respectivamente. Aungue,
hasta la fecha el uso de sistemas de cultivo previos a la IVM con moduladores de cCAMP no

se usa de manera rutinaria (Gilchrist et al. , 2015).

En condiciones in vitro, los niveles de cCAMP intra-ovocitarios disminuye a la extraccion
mecanica de los ovocitos de foliculo antral, reanudandose la meiosis (profase | — metafase
I1). Segun Tsafriri y Pomerantz (1986), el agotamiento de los factores inhibidores del
foliculo es lo que provoca este fenomeno, también conocido como maduracion nuclear

espontanea. Al mantener la detencion meidtica con mediadores quimicos, se puede evitar la
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maduracion nuclear espontanea. Segin Luciano et al., (2004) el nivel de cAMP del ovocito
de bovino al ser extraido del liquido folicular, disminuye en aproximadamente un 50%
dentro de los 30 minutos posteriores. Actualmente, el desarrollo de métodos para reducir las
tasas de PIVE y mejorar la calidad de los embriones es un desafio y es un tema de
investigacion de diferentes grupos, con el fin de mejorar la eficiencia de la produccion de

embriones in vitro.
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V CONCLUSIONES

Tomando en cuenta las condiciones de desarrollo y los resultados del presente trabajo de

investigacion, se concluye que:

- La suplementacion de antioxidante (antocianina; Pelargonidine chloride) en el medio de

maduracion in vitro de ovocitos bovinos no mejora la tasa clivaje y blastocistos.

- La suplementacion de moduladores para neutralizar el MPF (IBMX y dbcAMP) en los
medios de pre-maduracion in vitro de ovocitos no mejora la tasa clivaje y blastocistos
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VI RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en la investigacion permiten realizar las siguientes

recomendaciones:

e Plantear investigaciones para determinar la dosis optima y el tiempo de exposicion
adecuado para cada antioxidante afiadido al medio de maduracion in vitro, que
permita el incremento de la tasa de blastocistos.

e Desarrollar investigaciones para comprender el efecto de los moduladores de cAMP
adicionado en los medios IVM que pueda mejorar la tasa de blastocistos en la
produccién in vitro de embriones.

e Plantear experimentos que evalue el efecto de los antioxidantes y moduladores de

CAMP a nivel celular y en la calidad de los embriones producidos in vitro.
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VI

ANEXOS

Anexo 1. Prueba de normalidad del experimento 1

Pruebas de normalidad

Trat Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico al Sig. Estadistico al Sig.
1 ,266 6 ,200" ,838 6 ,126
2 ,154 6 ,200" ,963 6 ,842
Cle 3 ,318 6 ,057 ,851 6 ,159
4 ,186 6 ,200" ,913 6 ,459
5 ,209 6 ,200" ,948 6 , 723
1 215 6 ,200" ,847 6 ,149
2 , 167 6 ,200" ,914 6 463
Mo 3 ,225 6 ,200" 877 6 ,256
4 ,155 6 ,200" 973 6 ,910
5 232 6 ,200" ,880 6 ,268
1 ,170 6 ,200" ,964 6 ,847
2 278 6 ,164 ,863 6 ,198
Bla 3 234 6 ,200" ,909 6 430
4 ,263 6 ,200" ,890 6 ,318
5 ,188 6 ,200 911 6 441

*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Anexo 2. Prueba de Homogeneidad de varianzas del experimento 1.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene
Cle 1,175 4 25 ,346
Mo 1,124 4 25 ,367
Bla 2,410 4 25 ,076
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Anexo 3. Anova de un factor del experimento 1.

ANOVA de un factor

Suma de al Media Sig.
cuadrados cuadrética

Inter-grupos ,031 4 ,008 ,607 ,662
Cle Intra-grupos 322 25 ,013

Total ,353 29

Inter-grupos ,022 4 ,005 ,284 ,885
Mo Intra-grupos ,483 25 ,019

Total ,505 29

Inter-grupos ,027 4 ,007 547 ,703
Bla Intra-grupos ,305 25 ,012

Total ,332 29

Anexo 4. Pruebas de normalidad del experimento 2.
Pruebas de normalidad
Trat Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico Sig.

1 ,268 3 ,950 3 571
Cle 2 253 3 ,964 3 ,637

3 341 3 ,846 3 ,230

4 ,253 4 ,879 4 ,333

1 ,362 3 ,803 3 ,122

2 324 3 ,876 3 ,314
Mo 3 ,207 3 ,992 3 ,833

4 251 4 873 4 ,308

1 175 3 1,000 3 1,000
Bla 2 ,352 3 ,825 3 177

3 ,207 3 ,992 3 ,831

4 291 4 ,800 4 ,102

a. Correccion de la significacion de Lilliefors
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Anexo 5. Prueba de homogeneidad de varianzas del experimento 2.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene
Cle 5,483 3 9 ,020
Mo 3,280 3 9 ,073
Bla 3,557 3 9 ,061

Anexo 6. Anova de un factor del experimento 2.

ANOVA de un factor

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

Inter-grupos ,018 3 ,006 ,207 ,889
Cle Intra-grupos ,265 9 ,029

Total ,283 12

Inter-grupos ,045 3 ,015 376 73
Mo Intra-grupos ,356 9 ,040

Total ,400 12

Inter-grupos ,082 3 ,027 194 527
Bla Intra-grupos ,310 9 ,034

Total ,392 12
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