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RESUMEN

Se sabe que las células del cumulus oophorus favorecen el desarrollo de embriones
producidos in vitro. El presente trabajo, tuvo como objetivo determinar la influencia de un
sistema de cocultivo con células del cimulus oophorus en la calidad (en funcion a su
viabilidad) de embriones de bovino producidos in vitro. Para lo cual, se seleccionaron
ovocitos aspirados de foliculos de 2 — 6 mm de didmetro. Los ovocitos se maduraron en
medio TCM-199, por 24 horas (h) en una atmosfera humidificada, 6% CO; y 38.5 °C. Luego
de la MIV, los ovocitos se fecundaron in vitro por 18 h. Los presuntos cigotos fueron
distribuidos al azar al grupo control (sin cocultivo) y al tratamiento (con cocultivo) por siete
dias. La evaluacion del efecto del sistema con cocultivo sobre la calidad de embriones se
determind en funcidn a su viabilidad haciendo uso de la prueba T-student al 5%. En calidad
en funcion a su viabilidad, se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre ambos
sistemas de cultivo, a favor del sistema con cocultivo. Adicionalmente, no se encontraron
diferencias significativas (p>0.05) en la produccion in vitro de embriones. En conclusion, el
uso de cocultivos mejora la viabilidad de los embriones producidos in vitro, que podria
reflejarse en la calidad de los mismos mas no incrementa la tasa de produccion in vitro de

embriones.

Palabras clave: cocultivo, camulus oophorus, viabilidad de los embriones, produccion in

vitro.
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ABSTRACT

It is known that the cumulus oophorus cells improve the development of embryos produced
in vitro. Therefore, the objective of this work was to determine the influence of a coculture
system with cumulus oophorus cells on the quality (in function to its viability) and rate of
bovine embryos produced in vitro. For this, oocytes from follicles of 2-6 mm diameter were
aspirated. The oocytes were matured in TCM-199 medium, for 24 h in a humidified
atmosphere, 6% CO> and 38.5 ° C. After IVM, the oocytes were incubated in vitro with
viable sperms for 18 h. The zygotes were randomly distributed in two groups, the control
(without coculture) and the treatment (with coculture) group, and cultured for seven days.
The effect of the system with coculture on the quality (viability) of embryos was determined
with the T-student test (p<0.05). For quality, significant differences were found (p< 0.05)
between both systems, being higher in the coculture system. In addition to this, the rate of
embryo production, was not significantly different (p >0.05). In conclusion, the use of our
coculture system improves the viability of the embryos produced in this experiment, but does

not increase the rate of them.

Key words: coculture, Cumulus oophorus, viability of the embryos, production in vitro.
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. INTRODUCCION

Se ha buscado durante afios reproducir artificialmente los eventos de maduracion y
fecundacién de los ovocitos. Sin embargo; lo que en sus inicios solo fue con fines de
investigacion, en la actualidad contribuye tanto al mejoramiento de la produccion ganadera,
como a la conservacion de la fauna silvestre en peligro de extincion. Es por ello que se

toman como modelo de investigacion a animales domesticos (Swanson, 2006).

En las Gltimas décadas, la biotecnologia de la reproduccion ha experimentado avances
acelerados y ha dotado a la ciencia de nuevas herramientas capaces de manipular y
modificar el genoma de los seres vivos més evolucionados; los mamiferos. El desarrollo
de nuevas biotecnologias para producir animales transgénicos o para la multiplicacion in
vitro de lineas de animales genéticamente superiores, se basa en el avance de las técnicas
de fecundacidn in vitro y en el cultivo de embriones. La Gltima década del siglo pasado se
caracterizd por ser un periodo relevante para el mejoramiento de la manipulacién
reproductiva y genética de los animales. Asi mismo; en la actualidad vivimos la era de la
clonacion y la transgénesis, existiendo muchos estudios dirigidos al mejoramiento de estas

herramientas biotecnoldgicas (Pelaez, 2011).

Una herramienta valiosa, que aporta al desarrollo de la biotecnologia, es la produccion in
vitro de embriones bovinos (PIVE). Esta herramienta es utilizada como base por otras
investigaciones. Como complemento a esta tecnologia se vienen desarrollando otros como
el uso de cocultivos. Estos sistemas se fundamentan en los procesos fisioldgicos que ocurre
in vivo (Pelédez, 2011).

La PIVE comprende basicamente tres pasos: 1) la maduracién in vitro (MIV) de los
ovocitos obtenidos de ovarios por medio de aspiracion folicular, 2) la fecundacién in vitro
(FIV) y 3) el cultivo in vitro (CIV) de los embriones producidos (Urrego et al., 2008).
Estos tres pasos involucran una serie de procesos fisiologicos relacionados entre si, donde
juega un papel importante la interaccion que existe entre el 6vulo y las células del cumulus
oophorus (CC) (Ferré y Cattaneo, 2013). Se considera ademas que el parametro utilizado
para medir la eficacia de la produccion in vitro, es la calidad de los blastocistos y la tasa
alcanzada de los mismos (Ahuja et al., 2009).



En laactualidad, la PIVE sigue con los mismos valores desde décadas atras. Sumado a ello,
la calidad de los embriones PIVE contintan siendo inferior a los producidos in vivo. Por
ello se crea la necesidad de desarrollar sistemas de cultivo que mejoren los parametros

actuales.

El presente trabajo tuvo como objetivo principal determinar la influencia de un sistema de
cocultivo con células del camulus oophorus en la calidad de embriones bovinos

producidos in vitro.



2.1.

2.2.

Il. OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la influencia de un sistema de cocultivo con células del cimulus oophorus

en la calidad de embriones bovinos producidos in vitro.

Objetivos especificos
Determinar el porcentaje de maduracion in vitro.
Identificar el nimero de embriones viables desde mdrula hasta blastocisto expandido
obtenidos in vitro.
Evaluar la accién enzimética de los embriones viables desde morula hasta blastocisto

expandido obtenidos in vitro.



I1l. MARCO TEORICO CONCEPTUAL

3.1. Antecedentes de la investigacion

La produccion de embriones in vitro (PIVE) es modelo de mdltiples investigaciones.
Si bien es cierto casi el 90% de los ovocitos llegara a la metafase 11 (Ml1), s6lo el 80%
podré ser fecundado y comenzar a dividirse al menos hasta 2 y 4 células (Mucci et al.,
2006). Lamentablemente, no todos podran alcanzar la etapa de blastocisto. Es por ello,

que la tasa generalmente oscila entre 5y 30% (Ahuja et al., 2009).

Estos porcentajes bajos indican un estado critico en la PIVE y en la calidad de los
blastocistos, ya que son de menor calidad a los producidos in vivo. Ademas, en
comparacion con los in vivo, los embriones PIVE muestran numerosas diferencias
estructurales a nivel morfologico, cromosomal, funcional y metabolica con
alteraciones en la expresion génica y por ende con mayor incidencia de apoptosis
(Hirayama et al., 2014; Vafaye et al., 2014).

Los resultados alcanzados en la PIVE apuntan a la necesidad de realizar nuevos
estudios sobre los medios de cultivo, utilizando nuevos medios o valiéndose de los
existentes con la participacion de células somaticas (cocultivos). Un sistema de
cocultivo implica la utilizacidn de células somaticas en el medio de cultivo y también
unidas a los embriones para mejorar el ambiente de cultivo con el objetivo de obtener
mejores tasas de desarrollo durante el cultivo in vitro (CIV). En la busqueda por
mejorar el sistema de CIV, el cocultivo demostré ser una buena alternativa. Este
sistema, reporta que mejora el ambiente de cultivo tradicional, permitiendo alcanzar
embriones con estadios de desarrollo avanzados como mérulas y blastocistos
(Lorenzini, 1997).

Los sistemas de cocultivo usados con mas continuidad son los que emplean las CC
(Bousquet et al., 1999) y células del epitelio oviductal bovino (CEOB) (Reed et al.,
1996). Hasta hoy, los resultados son diversos dependiendo de las células empleadas.
Se logran porcentajes de 24,2% de blastocistos cocultivados con celulas foliculares
(Kamishita et al., 1999). Més aun se observé que las células epiteliales no solo

mejoran la tasa, sino también la calidad de embriones bovinos (Cordova et al., 2014).



Se sabe también que el uso de CEOB ayudan a superar el bloqueo durante las
divisiones celulares permitiendoles alcanzar estadios de morula y blastocisto. En
cuanto a las células del camulus, estas son consideradas un subtipo de células de la
granulosa (CG) que cumplen funciones de soporte nutricional de los ovocitos, secretan
hormonas esteroideas (Canipari, 1994), e inducen la reaccion acrosémica (RA)
(Mattioli et al., 1998).

Staigmiller y Moor (1984), observaron que cocultivos con CC aumentaron la
capacidad de desarrollo del embrién. El mecanismo de accion fisioldgico de las CC
se da durante la PIVE. Las CC parecen tener propiedades embriotréficas segun lo han
indicado Vansteenbrugge et al. (1994), ya que producen sustancias que incrementan
el desarrollo de los embriones bovinos. Mulheron y Schomberg (1992), observaron
que la secrecion en el medio de cultivo de uno o méas de estos factores o una
combinacion de ellos podrian ser responsables del efecto benéfico de este cocultivo
sobre el desarrollo embrionario. Se reportaron mejoras en la tasa de PIVE a 38.5% de
morulas compactas y 18.5% de blastocistos cocultivados con CC, comparado a un
31.9% de morulas compactas y 38.5% de blastocistos cocultivados con CEOB
(Martinez, 2014; Muci, 2000).

Otro de los factores que podria ser determinante en la PIVE, es el uso de gases. Se
reportd una produccion del 6.3% de blastocisto cocultivado con CC en un ambiente

con oxigeno (Goovaerts et al., 2009).

La PIVE también puede estar en funcion a la maduracion del 6vulo. Dey et al. (2012)
encontraron que el uso de cocultivos con CC promueve el aumento de la maduracion
nuclear y citopladsmica, la prevencion del endurecimiento de la zona pelucida (ZP) y

las tasas de FIV.

Se sabe que para mejorar la calidad de los embriones PIVE, estos deben ser producidos
en un ambiente que imite a los sistemas in vivo. Efectivamente, al trabajar con un
sistema de cocultivo para estudiar los procesos fisioldgicos durante el desarrollo de los
embriones, es apropiado elegir células provenientes de érganos donde estos eventos

ocurren in vivo (Rexroad y Powell, 1988).



La determinacion de la calidad esta en funcion a multiples variables. Ellington et al.
(1990) sefialan que la calidad de embriones bovinos se determina en funcién a su

morfologia, nimero de células por embridn, calidad de células y sus nucleos.

La culminacidn del crecimiento del ovocito y su calidad esta intimamente relacionado
con la capacidad de ser fecundado. Un ovocito que alcanza su crecimiento total esta
rodeado por procesos citoplasmaticos de las CC que atraviesan la ZP y terminanen la
membrana plasmatica del ovocito mediante uniones estrechas de tipo Gap (Amleh y
Dean, 2002). Estas uniones permanecen durante el crecimiento y diferenciacion del
ovocito sirviendo de mediador en la transferencia de nutrientes, precursores
metabdlicos (como aminoacidos y nucléotidos) y moléculas de sefializacion como

hormonas y factores de crecimiento (Figura N° 01) (Van den Hurk y Zhao, 2005).

3.2. Bases tedricas

3.2.1. Caracteristicas de los ovocitos de bovino

La recuperacion de gametos es una alternativa para obtener un mayor porcentaje de
embriones, los ovarios pueden ser obtenidos de animales vivos o de centros de
faenado (Aller et al., 2015).

Cuando se utilizan ovarios procedentes de centros de faenado, se tiene que hacer
una seleccion de foliculos antes de iniciar con el procedimiento de colecta, pues en
base a una serie de pardmetros se puede determinar en cierta medida la competencia
ovocitaria (Zarate, 2006). Uno de los parametros a considerar al hacer aspiracién
folicular, es el tamafio del foliculo del cual procederan los ovocitos; aquellos que
procedan de foliculos pequefios son menos competentes que los que proceden de
foliculos de 2 a 6 mm de diametro (Raghu et al., 2002). Por otra parte, la edad de
la hembra de la cual proceden los ovocitos también influira sobre los resultados: los
ovocitos de donadoras joévenes son menos competentes que los de las hembras
adultas (Amstrong, 2001).



Figura N° 01 Zona pellcida y uniones Gap

Se observa en un corte semifino, las prolongaciones citoplasmaticas de las células de la granulosa
(CG) conocidas como uniones gap (UG) que atraviesan la zona pelicida (ZP), los mismos que se
encuentran en intimo contacto con la membrana ovocitaria (MO).

Fuente: Moor, 1983.



También es fundamental realizar una evaluacion de los factores ambientales
involucrados en la manipulacion de los ovocitos como la temperatura de
almacenamiento de los ovarios, el tiempo de recoleccion y transporte de los mismos
ya que estos pueden afectar la capacidad de los ovocitos para producir embriones,
reflejado en tasas de fecundacion y division embrionaria (Merton et al., 2003). La
colecta de ovocitos obtenidos de ovarios de animales faenados se puede hacer
mediante el corte de ovarios (slashing) y la aspiracion de foliculos superficiales
mayores de 2 mm de diametro con una jeringa de 5 a 10 ml y una aguja esteéril
calibre 18 (Fernandez et al., 2010).

La valoracion de la calidad de los ovocitos estd basada en su morfologia. Un ovocito
con morfologia “normal” y de buena calidad es aquel que presenta: una ZP bien
definida; ya que esta evita la polispermia y protege al évulo del medio externo.
Ademas, debe poseer un espacio perivitelino en el que cabe el corpusculo polar de
forma esférica. También debe poseer un citoplasma homogéneo y oscuro, ya que se
ha demostrado que la coloracidn esta relacionada con el contenido de lipidos y un
buen potencial de desarrollo comparado a aquellos con una coloracion palida. Por
otro lado, cuando los ovocitos presentan una coloracion negra significa que estos
estan viejos y que su potencial de desarrollo es muy bajo (Matorras y Hernandez,
2007).

La presencia de CC también es importante. Las capas de CC deben ser compactas;
con una fuerte conexion con enlaces gap, entre las CC y el ovocito. Esta conexion
es importante para el intercambio de los factores responsables durante la
maduracidn citoplasmatica (Quian et al., 2003), y el aporte a los ovocitos de los
aminoacidos necesarios para el crecimiento como también la mayor parte de los
ribonucledtidos y ribonucledsidos necesarios durante la maduracion (Hiroyuki et
al., 2000).

Los ovocitos recuperados pueden ser clasificados en cuatro categorias. Los ovocitos
categoria A (excelentes); presentan citoplasma oscuro y uniforme, combinado con
tres 0 mas capas compactas de CC. Los ovocitos categoria B (buenos); presentan
citoplasma oscuro uniforme conjuntamente con una corona radiada completa, pero

menos de tres capas del cumulus. Los ovocitos categoria C (regulares); presentan



3.2.2.

una pérdida de la uniformidad del citoplasma, con la corona radiada incompleta y
parcialmente o sin capas del cumulus. Finalmente, los ovocitos categoria D
(degenerados); presentan citoplasma no homogéneo o fragmentado con células de
la corona y del camulus disgregadas o ausentes en su totalidad, siendo la categoria
Ay B los aptos para la MIV (Senatore et al., 2010).

Los ovocitos que presentan un cUmulus oophorus compacto tienen mayores
porcentajes de maduracion, fecundacion y desarrollo embrionario que los que solo

presentan corona radiada (Stojkovic et al., 2001).

Maduracion del ovocito

La maduracion del ovocito; dividida en maduracion nuclear y citoplasmatica, hace
referencia a todos los cambios nucleares, citoplasmaticos y de membrana que sufre
el ovocito, con el fin de prepararse para ser fecundado con éxito y desarrollarse
posteriormente (Martinez, 2002).

El estimulo que desencadena el inicio de la maduracién del ovocito es el aumento
preovulatorio de los niveles de gonadotropinas, en especial de LH. Ademas de la
reanudacion de la meiosis, el pico de la LH desencadena cambios en el complejo
cumulus-ovocito (COCs) (Conti et al., 2006).

A) Maduracion citoplasmatica

La maduracidn citoplasmatica es el proceso donde ocurren cambios en el gameto
femenino, que le confiere; la capacidad para mantener viables los eventos de

fecundacidn y las primeras etapas del desarrollo embrionario (Vanhoutte, 2009).

Se afirma que la maduracion citoplasmatica se lleva a cabo mediante la
redistribucion de las organelas citoplasmaticas, los cambios en la dindmica de
los filamentos del citoesqueleto y una reprogramacion de la sintesis proteica. La
redistribucion de las mitocondrias en la region periférica al citoplasma interno.
Una falla en esta redistribucion produce una incompleta maduracion
citoplasmatica y una reduccion en el desarrollo de la competencia (Liu et al.,
2010).



Sin embargo existen sucesos que pueden influir en el éxito de la MIV tales como:
las condiciones de cultivo que no son capaces de sustentar la expresion de
factores intrinsecos del desarrollo del ovocito; los sistemas actuales de MIV que
pueden inducir una asincronia en el progreso de la maduracién nuclear y
citoplasmatica; o que el ovocito no tiene uno o mas de los componentes
necesarios para la maduracion nuclear y citoplasmatica (De los Reyes et al.,
2010).

B) Maduracion nuclear

La maduracién nuclear comienza con la reanudacion de la meiosis. El paso de
vesicula germinal (VG) a metafase de la segunda division meidtica (MII)
conlleva a la disolucién de la membrana nuclear conocida como “rotura de la
vesicula germinal”, la formacion del huso meidtico y la condensacion de la
cromatina en cromosomas homologos que se alinean en el huso, alcanzando
entonces el estadio de metafase | (MI); para continuar con la segregacion de los
dos grupos de cromosomas homologos, dando lugar a la formacion del primer
corpusculo polar (CP) y el paso del ovocito al estadio de MII (Richard, 2007).
La maduracién nuclear culmina con la fusién de membranas entre el ovocito y
el espermatozoide dando origen a la formacion de los prondcleos masculino y
femenino (Gordon, 2003).

3.2.3. Maduracion in vitro

La maduracion es un fenémeno complejo durante el cual el ovocito va progresando
desde el estadio de VG hasta la MII, alcanzando con ello la competencia mei6tica
(Gonzalez y Gil, 2004); este proceso puede llevarse a cabo de manera artificial
mediante la incubacion de los ovocitos recuperados por aspiracion folicular
postmorten o a través de ovum pick-up (OPU), en un medio adecuado que le brinde

un ambiente estimulante para completar su maduracion.

El éxito de la MIV depende de la técnica de recuperacion de los ovocitos y la
seleccidn apropiada de éstos. Por otro lado, el tamafio de los foliculos del cual se
obtienen es sumamente importante, pues aquellos ovocitos procedentes de foliculos

menores de 2 mm no estan aptos para su maduracion y posterior fecundacion y los
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ovocitos mayores a 6 mm de didmetro poseen menor capacidad de competencia de
desarrollo, ya que en su mayoria se encuentran en una etapa de dominancia o en

proceso de degeneracion (Gonzélez y Gil, 2004).

Durante la maduracidn del ovocito se dan una serie de cambio importantes a nivel
nuclear, citoplasméatico y de las envolturas (De los Reyes et al., 2011). La
expansion de las CC es un signo de maduracion que facilita la reaccion acrosomica

como también la penetracion de los espermatozoides por la ZP (Otoi et al., 2007).

Bajo condiciones in vitro, la maduracion nuclear y citoplasmatica se ha realizado
con distintos protocolos. Entre los medios empleados se pueden citar el TCM-199,
Ham's F-10, Ham's F-12 y MEM, entre otros (Mattioli et al., 1989), de los cuales
el mas utilizado es el TCM -199. Todos estos medios presentan una mezcla de sales
inorganicas, vitaminas, aminoacidos, glucosa, piruvato de sodio, hipoxantina,
timidina y rojo fenol como indicador en diferentes concentraciones (Gliedt et al.,
1996).

A estos medios se les da una suplementacién con sueros, como suero fetal bovino
(SFB), suero de albumina bovina (SBA), y factores de crecimiento (EGF, IGF-I,
IGF-Il, TGFa, TGFb y activina) que favorecen la expansion de las CC y la
produccion de diversos factores que promueven el reinicio de la meiosis; mediados
por receptores presentes en las CC. Ademaés favorecen la maduracion de los

ovocitos y actian como agentes mitogénicos sobre las CG (Lee et al., 1996).

La expansion de las CC se da por la secrecion de acido hialurénico, esta secrecion
provoca la interrupcién de las uniones gap. La expansion de las CC es iniciada por
accion hormonal de la FSH que promueve el intercambio de los factores de
maduracion entre las CC y el ovocito, la FSH también induce a las CG a sintesizar
y liberar cantidades crecientes de estrégeno que aumentan el nimero de receptores
para la LH. De este modo, estimulando la MIV, favoreciendo las tasas de
fecundacion in vitro; los estrogenos favorecen el desarrollo de los futuros
embriones y las progesteronas tienen una accion positiva elevando las tasa de

maduracion y fecundacién in vitro (First y Parrish, 1987).
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3.2.4.

Asi mismo con el afan de optimizar la MIV es importante tener en concideracion
el ambiente apropiado que le permita generar los procesos biol6gicos necesarios
(temperatura, presion osmotica, pH y atmosfera del incubador) para completar la

maduracion nuclear y citoplasmética (YYang et al., 1998).

Las temperaturas para la MIV pueden variar entre 37 °C a 39 °C. Sin embargo,
cultivos realizados por debajo de 5 °C afecta la MIV (Shi et al., 1998; Azambuja et
al., 1998).

La presion osmotica tambien debe tenerse en cuenta durante la MIV. Este debe
oscilar entre 265 y 325 mOsM. Los medios generalmente utilizados tienen

osmolaridades cuyos valores oscilan entre 285 y 295 mOsM (Del Campo, 1993).

El pH también es considerado importante, debe matenerse entre 7.2 'y 7.4 (Brackett,
1981; Phillips, 1988). Dentro de los medios se encuentran el bicarbonato de sodio
y el rojo fenol, estos dos compuestos mantendran el pH balanceado e indicaran un
cambio brusco en él respectivamente. Otra manera de equilibrarlo es atraves del
CO2 en el incubador (Lu et al., 1987) o através de la mezclas de gases a diferentes
concentraciones como 5% CO3, 5% O2 y 90% N (Takahashi et al., 1996).

Caracteristicas del espermatozoide bovino

La espermatogénesis es un proceso complejo y dinamico por el que se generan los
espermatozoides. Este fendbmeno se encuentra sujeto a una fuerte regulacion
hormonal (FSH, LH, testosterona y 17p-estradiol) e incluyen cuatro eventos
celulares importantes: 1) Espermatogoniogénesis, proceso continuo que involucra
la division de las espermatogonias “A” que mantienen el pool de células madre y la
posterior produccién de espermatogonias “B” para la produccién de
espermatozoides; 2) Diferenciacion del espermatocito primario a partir de la
espermatogonia “B” (Gltima division mitotica) y la diferenciacion de éste a
espermatocito secundario y finalmente a espermaétidas; 3) Espermiogénesis,
proceso por el cual las espermatidas sufren morfogénesis para convertirse en un
espermatozoide maduro y métil y 4) Espermiacion que consiste en la liberacion de
la espermatida elongada o espermatozoide que es el producto final de la

espermatogénesis, hacia la luz tubular (Kopera et al., 2010).
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Los espermatozoides derivan de las células germinales primordiales (CGP) que se

encuentran presentes durante el desarrollo fetal (Phillips et al., 2010).

El espermatozoide de mamifero es el producto final del proceso de la
gametogénesis en el macho. Es una célula con movimiento activo constituida por
una cabeza y flagelo mdvil o cola formada por cuello, pieza media, pieza principal

y filamento terminal (Guzman et al., 2007)

La cabeza del espermatozoide contiene el nicleo con la cromatina fuertemente
condensada y el acrosoma rodeado por una moderada cantidad de componentes del
citoesqueleto y citoplasma. El acrosoma es una gran vesicula secretora que se
encuentra localizada en el extremo anterior de la cabeza espermaética. Se origina a
partir del complejo de Golgi durante el estadio de espermatide y contiene enzimas
para la penetracion de la cubierta del ovocito. De estas enzimas la hialuronidasa y
la acrosina juegan un rol central durante la dispersion de las CC provocando la lisis
local de la ZP. Este acrosoma posee una membrana interna que rodea la porcion
anterior de la membrana nuclear y que se continda ininterrumpidamente formando
la membrana externa, la cual se extiende cerca de la superficie interna de la
membrana plasmaética de la porcion anterior de la cabeza. El acrosoma posee dos
segmentos, el casquete acrosdémico o acrosoma anterior y el segmento ecuatorial
por el cual el espermatozoide hace contacto con el ovocito en el momento de la
fecundacién (Figura N° 02). Durante la reaccion acrosémica la membrana
acrosomal externa y la membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide se
fusionan formando vacuolas en la superficie que permiten la salida del contenido
acrosomal; la cola de los espermatozoides se encuentra constituida por varios
componentes funcionalmente dependientes entre si. La cola puede dividirse en
cuatro segmentos: el cuello, la pieza media, la pieza principal y la pieza final, todas
ellas rodeadas por una membrana plasmatica comun (Figura N° 03) (Bedford,
2008).
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Fuente: Florman y Ducibella, (2006).
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3.2.5. Capacitacion espermatica

Los espermatozoides que han atravesado el epididimo aun no han completado el
proceso de maduracion funcional, por lo que contintan siendo limitados en su
capacidad fecundante (Florman y Ducibella, 2006). Durante la eyaculacion, el
espermatozoide entra en contacto con las secreciones de las glandulas genitales
accesorias y alcanza el aparato genital femenino. En condiciones in vivo, durante la
migracion de los espermatozoides por el aparato reproductor de la hembra, ocurre
la capacitacion espermaética (CE) bajo la influencia de agentes capacitantes como la
heparina o el acido hialurénico (Romar, 2001).

Los espermatozoides de los mamiferos sufren una serie de cambios bioquimicos y
biofisicos antes de la fecundacion, denominados CE; para la FIV es necesario llevar
acabo dicho proceso de forma artificial, por lo que los espermatozoides seran
sometidos a un procedimiento de seleccion, en el cual sélo los de mejor calidad y
motilidad seran separados del plasma seminal, de los espermatozoides muertos o
inmoviles y, de los diluyentes y crio protectores (Urrego et al., 2008; Wani, 2002).

La CE radica en alteraciones de la membrana plasmatica, tales como la expulsion
de los factores inhibidores de la capacitacion y la eliminacién del colesterol, la
entrada de Ca++ a la célula, el aumento del pH intracelular y el aumento de la
fosforilacion proteica, asi como la hiperpolarizacion de la membrana. (Schatten et
al., 2008).

Entre los principales métodos de capacitacion in vitro se encuentra el swim-up, en
el que se seleccionan los espermatozoides en funcién a su motilidad. EI semen es
depositado en el fondo de un tubo de ensayo con el medio adecuado, luego es
incubado por espacio de 1 hy s6lo los de mejor motilidad nadan hacia arriba, de tal
manera que al momento de retirar el contenido de la parte superior del tubo se
seleccionan los espermatozoides vivos y con motilidad rectilinea progresiva
(Urrego et al., 2008). ElI método de gradientes de Percoll, es aplicado para la
separacion de células por densidad y centrifugacion. Los espermatozoides son
seleccionados segun su velocidad potencial y densidad, de manera que aquellos
motiles migran de las zonas de menor densidad hacia las de mayor densidad, sin

causar ninguna alteracion en su viabilidad (Guimaraes et al., 2014).
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El evento final de la capacitacion es la reaccion acrosomica, gracias a la cual se
puede llevar a cabo la fusion de las membranas del ovocito y del espermatozoide.
(De Mattos, 1999).

A) Hiperactivacion

Los espermatozoides sufren ademas de la motilidad progresiva, adquirida
durante la maduracion epididimal, un tipo de movimiento violento llamado
motilidad progresiva. La motilidad progresiva se caracteriza por un movimiento
flagelar vigoroso, de baja amplitud y larga longitud de onda y relativamente
simétrico que da como resultado un rapido movimiento de avance lineal. El
movimiento de hiperactivacion, se caracteriza por movimientos flagelares como
golpes de latigo, de alta amplitud y baja longitud de onda, asimétricos, y con una

trayectoria de avance circular o irregular (Florman y Ducibella, 2006).

El fendmeno de hiperactivacion se produce durante el proceso de capacitacion,
pero no se ha determinado ain con exactitud si la hiperactivacion es una
consecuencia de la capacitacién o si ambos son procesos independientes que se
producen de forma simultanea. Este fendmeno de hiperactivacion serviria en
primer lugar para facilitar el avance del espermatozoide a través del fluido
viscoso del oviducto, asi como también, a través de la matriz extracelular del
cimulus y de la ZP. En segundo lugar, la hiperactivacion ayudaria al
espermatozoide a ascender por el oviducto hasta el sitio de fecundacion al
permitir que éste se libere de la adhesion transitoria ejercida entre la gameta y el

epitelio oviductal (Florman y Ducibella, 2006).
B) Hiperactivacion in vitro

La penetracion del camulus y la reaccion acrosémica son dos procesos gque van
acompafiados por fuertes movimientos del flagelo del espermatozoide
denominados movimientos hiperactivos. Estos movimientos, se producen
cuando los espermatozoides se ponen en contacto con el medio de capacitacion.
Los cambios que se producen en la membrana plasmatica durante la
capacitacion, hacen que las cabezas de los espermatozoides se desaglutinen

durante la incubacion, aproximadamente a las 2 h. Después de que se
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desaglutinan, nadan libremente mostrando movimientos del flagelo de amplitud
cada vez mayor, trazando figuras que asemejan a un ocho, para terminar con un
movimiento de avance lineal. La hiperactivacion in vitro se puede inducir por
agentes capacitantes como la heparina, cafeina, epinefrina, entre otros (Suarez,
2008).

C) Reaccion acrosomica

La reaccion acrosomica (RA) consiste en la fusion de la membrana
citoplasmatica del espermatozoide con la membrana acrosomal externa en la
zona apical de la cabeza espermatica, lo que da origen a la liberacion de las
enzimas almacenadas en esta vesicula y la consiguiente exposicion de la
membrana acrosomal interna (Cardona et al., 2006). El material litico liberado
desde el acrosoma digiere o disocia la cobertura glicoproteica conocidas como
ZP del ovocito, generando un orificio por el cual el espermatozoide avanza hasta
alcanzar la membrana citoplasmatica del ovocito (Figura N° 04) (Yanagimachi,
2011).

El sitio en el ovocito donde el espermatozoide comienza con la RA ha sido, por
muchos afios objeto de controversia, Recientemente, Jin et al. (2011) por medio
de la grabacion en video de FIV en raton descubrieron que la mayoria de los
espermatozoides presentan RA cuando se encuentran en el cimulus, mientras
unos pocos lo hacen cuando alcanzan la ZP (Yanagimachi, 2011). Esto coincide
con lo observado en espermatozoides de cobayos, los cuales son capaces de

unirse y penetrar la ZP luego de experimentar la RA.

Sin embargo, en muchas especies la fecundacion in vitro es posible ain sin un
cumulus oophorus intacto, por lo que indudablemente la ZP tiene la habilidad de
inducir o acelerar este fenOmeno, aunque no puede ser considerada la unica

estructura capaz de desencadenarlo (Jiny col., 2011; Yanagimachi, 2011).
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Figura N° 04 Esquema de la reaccion acrosomica

Cabeza espermética antes de la reaccién acrosomica: (N) ndcleo, (A) acrosoma, (MAI) membrana
acrosomica interna, (MAE) membrana acrosomica externa y (MP) membrana plasmatica. Notese
la posicién del segmento ecuatorial (SE). 2. cabeza espermatica durante la reaccion acrosémica
sobre la membrana peltcida (MP). La fusion de la membrana plasmatica con la membrana
acrosdmica externa resulta en la formacién de vesiculas. EI segmento ecuatorial no fue afectado

por la reaccion acrosomica. Fuente: Hyttel et al., (1989).
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3.2.6. Fecundacion in vitro

Luego de la reaccidn acrosdmica el espermatozoide pierde el contenido acrosomal
quedando expuesta la membrana acrosomal interna. Esta se encuentra fusionada a
la membrana plasméatica de la region posacrosomal de la cabeza del
espermatozoide, formando el segmento ecuatorial. Es por este segmento, donde
comienza la fusion de las membranas plasmaticas entre ambos gametos (Elder y
Dale, 2011).

La ZP contiene tres proteinas (ZP1, ZP2, ZP3), estas actian como receptores
primarios y secundarios para que se dé la unién de la ZP y el espermatozoide. En
primera instancia para que se de la unién de gametos, la ZP3 se une al
espermatozoide, con baja afinidad es decir se da una reaccién primaria. De tal
manera gue esto provoca la reaccion acrosémica, donde la membrana acrosomal
externa del espermatozoide se une con la membrana plasmatica del ovocito
(Sepulveda, 2008). Luego la membrana acrosomal interna interactia con la
proteina ZP2 produciendo asi una reaccion secundaria, los espermatozoides se
activan liberando calcio intracelular, que lleva a la liberacion de vesiculas
acrosomicas que contienen hialuronidasa y acrosina, estas enzimas permiten que el
espermatozoide sea capaz de atravesar la ZP y llegar al espacio perivitelino (Boiso
et al., 2003), donde la membrana plasmatica postacrosomal se fusiona con la
membrana plasmatica del ovocito, y de esta manera el espermatozoide se incorpora

al citoplasma (Sepulveda, 2008).

Segun Ordofiez (2005), el tiempo de FIV entre ovocitos y espermatozoides, es
importante para el desarrollo de los embriones; un tiempo demasiado prolongado
puede ser perjudicial, debido a la produccion de radicales de oxigeno, ademas de
un aumento en las tasas de poliespermia. El tiempo habitual de FIV oscila entre 18

h'y 24 h, periodo en el que se han obtenido resultados satisfactorios.

La unién de los espermatozoides activa al ovocito, lo que permite que este sea
capaz de completar la M1l 'y formar el segundo CP (Boiso et al., 2003), a partir del
material genético haploide del espermatozoide y del ovocito se van a formar los
pronucleos, que migran al centro de la célula. Durante la migracién el ADN se

duplica y ocurre la singamia, donde la membrana de los prondcleos se rompe y los
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3.2.7.

cromosomas se ensamblan en el huso mitotico, y asi ocurre el primer clivaje del
nuevo individuo (Figura N°05) (Sepulveda, 2008).

Cocultivo y desarrollo embrionario

Los embriones de los mamiferos pueden ser cultivados bajo un sinnimero de
condiciones; sin embargo, los resultados en cuanto a la viabilidad de los
blastocistos pueden ser extremadamente diferentes; por lo que la viabilidad desde
este punto estd definida como la habilidad del blastocisto para implantarse y
desarrollar exitosamente hasta un feto (Cordova et al., 2014; Gardner y Lane,
2014).

Ademas, al igual que ocurren cambios en la fisiologia y metabolismo del embrion,
el ambiente en el sistema reproductivo femenino también sufre un flujo de cambios,
ya que en diferentes regiones del tracto reproductivo ocurren cambios endocrinos,
especificamente en el oviducto y el Gtero (Gardner y Lane, 2014; Schmaltz et al.,
2014). Con el fin de asimilar estos cambios de manera artificial se emplean el
cocultivo de los embriones con células somaticas (oviducto, granulosas, uterinas),
pues, aunque la manera en la que contribuyen al desarrollo embrionario es
desconocida, se han establecido hipotesis que describen posibles mecanismos que
originan efectos benéficos sobre la PIVE.

Entre éstas se puede mencionar, la produccién de compuestos con actividad
mitogénica para las células embrionarias que favorecen la diferenciacion celular,
la eliminacion o degradacion de algunas sustancias embriotoxicas presentes en el
medio de cultivo, asi como la modificacion en las concentraciones de algunos
sustratos energéticos. No obstante, existen evidencias que indican condiciones
inapropiadas en el ambiente de cultivo (cambios en la composicion del medio por
alteraciones en los constituyentes, modificaciones en la atmosfera gaseosa, etc.)

que conllevan a la liberacion de sustancias embriotoxicas (Cordova et al., 2014).
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Ovocito Fertilizado 2 Células 4 Células 8 Células & Cs. Compactadas
Morula Temprana

Células Internas MCI

Células Externas Blastocele

16-32 Células Morula Tardia Blastocisto Blastocisto Tardio
Temprano

Figura N° 05 Estado de desarrollo y valoracion morfoldgica

Luego de tres clivajes se alcanza el estadio embrionario de 8 células. Las células embrionarias de
los estadios de 8 células 0 médrula temprana se compactan unas con otras hasta que sus bordes
celulares se vuelven invisibles. Las subsecuentes divisiones conducen al estadio de mérula tardia,
donde se establecen dos tipos celulares diferentes: células internas y externas. Durante el estadio
de morula tardia aparece el blastocele. La expansién de esta cavidad continda a través de los
estadios de blastocisto temprano y tardio. En el estadio de blastocisto aparecen dos linajes
celulares bien distintos: el trofoectodermo (TE) (derivado de las células externas) y el macizo
celular interno (MCI) (derivado de las células internas). EI TE también se encuentra presente en
el blastocisto tardio, pero el MCI se divide en el epiblasto (EPI) y el endodermo primitivo (EP).

Fuente: Valoracién morfoldgica segln IETS, (2010).
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A) Células del camulus oophorus

El cumulus oophorus es un grupo de células que rodean al ovocito tanto en el
foliculo ovarico como después de la ovulacion. Estd compuesto por CG y la
matriz extracelular laxa. Contiene principalmente &cido hialurénico
polimerizado conjugado con proteinas de bajo peso molecular secretada por las
células foliculares durante la reanudacion de la meiosis, causando una rapida
expansion del cumulus poco antes de la ovulacién; el grupo celular que se

encuentra mas cercano al ovocito es llamado corona radiada (Marei et al., 2012).

Las CC son indispensables para el correcto desarrollo del ovocito y para que
este sea capaz de adquirir desarrollo de competencia, ademas se ha visto que

presentan beneficios durante el proceso de MIV (Herrera, 2012).

Durante el proceso de maduracion del ovocito, se produce una transformacion
morfoldgica del cimulus, siendo esta una expansion del mismo (Eppig, 1979),
la expansion del cimulus disminuye el nimero de uniones estrechas provocando
un descenso de acoplamiento iénico y de la cooperacion metabdlica entre el

ovocito y estas células (Schultz, 1991).

Por lo tanto la presencia de las CC alrededor del ovocito es fundamental para
lograr una maduracion citoplasmatica ya que es una fuente de energia (Johnson
et al., 2008). Ge et al. (2008) concluyeron que ovocitos cultivados con CC,
demuestran un desarrollo similar al que presentan ovocitos madurados in vivo
con respecto al tiempo de maduracion, redistribucion de los granulos corticales

y la redistribucion de las mitocondrias.
B) Caracteristicas de las células del cimulus oophorus

Durante la maduracion del ovocito, se da una interaccion cercana entre el
ovocito y las CC que le rodean, estas células soportan la maduracion e
incrementan la maduracion citoplasmica, responsable de llevar a cabo una
fecundacion “normal” y el subsecuente desarrollo embrionario. Las CC durante
la maduracidn in vitro se ha demostrado que sufren apoptosis y contribuyen a
proteger al ovocito del estrés oxidativo inducido a su vez por la apoptosis, algo

que no ocurre in vivo (Lin et al., 2009).
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Se ha observado que, al realizar cultivos de CG in vitro, es importante tomar en
cuenta la densidad de las placas, ya que juegan un papel critico para la
diferenciacion; pues a menor densidad hace que las células granulosas muestren
una produccidn de estrégenos, mientras que una mayor densidad hace aparecer
progesterona, como la producida por células de la teca luteinica (Shirazi y
Moalemian, 2007).

Entre las funciones del cimulus oophorus se encuentra la proteccion del ovocito,
la coordinacién del desarrollo folicular y la maduracion del ovocito. Este tltimo,
relacionado con la regulacion del transporte de aminoacidos, la sintesis de
esteroides sexuales y la transcripcion génica del ovocito; otras funciones son la
de proveer metabolitos energéticos para la reanudacion de la meiosis al
promover el proceso de glicolisis (metaboliza la glucosa a piruvato y la
transfiere al ovocito) o al transportar el colesterol sintetizado (para produccion
de lipidos) (Dey et al., 2012).

3.2.8. Cultivo in vitro

Luego de la fecundacion, la membrana nuclear del espermatozoide se rompe, se
produce la sustitucion de protaminas por histonas, la cromatina se descondensa y
se forma una nueva membrana nuclear, dando lugar al pronucleo masculino
(PNM). Al mismo tiempo el ovocito finaliza la meiosis 11, se libera el segundo
corpusculo polar, el genoma materno también se descondensa, se forma la
membrana nuclear y queda constituido el pronucleo femenino (PNF) (Sun y
Nagai, 2003).

Luego de la formacion de los PNM y PNF estos migran gradualmente hacia el
centro del ovocito donde se aproximan el uno con el otro. Durante este trayecto
replican su ADN, se desintegran sus membranas nucleares y sus cromosomas se

asocian preparandose para la primera division mitotica (Elder y Dale, 2011).

La fusion de los pronucleos masculino y femenino se considera el fin del proceso
de fecundacion y el inicio del desarrollo embrionario. En los mamiferos este

proceso dura aproximadamente 12 h (Martinez, 2002). Posteriormente, se forma
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el primer surco de segmentacion, seguido de una serie de divisiones mitéticas que

culminaran con la formacion del blastocisto.

El primer clivaje separa al cigoto en 2 blastomeros iguales o casi iguales e
independientemente de las especies, se realiza entre las 11 h y 20 h
posfecundacion. Estas células luego se dividen secuencialmente de forma paralela
(meridional) u ortogonal (ecuatorial) al plano de clivaje inicial para generar un
embrion de 4 blastomeros. Este desarrollo asincrénico de los estadios méas
tempranos es propio de los mamiferos. Por lo tanto, estos embriones no
multiplican sus células exponencialmente desde los estadios de 2a4yde 4 a8
células, sino que es posible ver en ellos, nUmeros impares de blastdbmeros (Li et
al., 2010).

A partir del estadio de 80 a 100 células en bovino, los blastomeros periféricos
comienzan a liberar sodio hacia el interior del embrién lo que arrastra agua para
mantener la isotonicidad dando lugar a la formacion del blastocele y por lo tanto
al estadio embrionario de blastocisto. Rodeando la nueva cavidad se encuentra
una capa de células planas llamada trofoblasto. En uno de los polos (polo
embrionario) y haciendo protrusién en la cavidad blastocélica se produce una
acumulacion de células que se denomina MCI y que dara origen al embrion con
todos los 6rganos del nuevo individuo, mientras que el trofoblasto formara parte

de la futura placenta uterina (Figura N° 06).

Las células del trofoblasto secretan estripsina (una proteasa parecida a la tripsina)
que produce una ruptura de la matriz fibrilar de la ZP permitiendo que el
blastocisto se libere (eclosione) y se implante en la pared (Eynard et al., 2008).

3.2.9. Viabilidad de embriones

La viabilidad de los embriones producidos a partir de ovocitos obtenidos por
aspiracion folicular de animales después de su sacrificio es similar a la alcanzada
por embriones producidos por otros procedimientos in vitro, pero mas baja que la
obtenida por lavado uterino, obteniéndose porcentajes de prefiez que varian desde
un 25 hasta un 45% (Kruip et al., 1994).
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Blastocele

Trofoblasto

Figura N° 06 Blastocito expandido

La figura muestra un embrion en estadio de blastocisto expandido, con su respectiva blastocele y

trofoblasto. La barra indica 50 um.

Fuente: Propia.
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Por lo general, el desarrollo de los embriones en CIV es mas lento que in vivo,
dando lugar a blastocistos con un menor nimero de células unido a una progresiva

pérdida de viabilidad y a un metabolismo reducido (McKiernan y Bavister, 1994).

La viabilidad embrionaria también es afectada por la estacion del afio, aunque
también hay mecanismos implicados en las variaciones de la fertilidad segin la
época del afio, uno de estos podrian ser los cambios en el crecimiento folicular v,

por consiguiente, en la calidad de los ovocitos (Wetterman y Bazer, 1985).

En muchas situaciones, una reduccion en la competencia para el desarrollo y/o
condiciones sub 6ptimas de cultivo se combinan para producir un retraso en los
embriones, anormalidades en el desarrollo y una reduccién de la viabilidad (Zhang
et al., 2009).

Los embriones PIVE presentan una viabilidad reducida, las tasas de prefiez seguida
de la transferencia son generalmente bajas, existen altas pérdidas fetales, muchas
anormalidades congénitas, el fendbmeno llamado sindrome del becerro gigante,

entre otros (Lonergan y Fair, 2008).

Por lo tanto, una prueba que se puede hacer para poder determinar la viabilidad de
los embriones es a través de la tincion con fluorocromo diacetato de fluoresceina
(FDA), esta se basa en la integridad de la membrana para indicar la viabilidad del
embridn, debido a la permisividad de esta a la entrada de este fluorocromo. Los
embriones se observan mediante un microscopio de fluorescencia, los vivos y con
mayor actividad enzimatica presentan una fluorescencia verde fosforescente,
mientras que los muertos no la presentan. Esta tincion se puede combinar con la
tincion con ioduro de propidio (IP) que tifie las células de los embriones muertos

con un color rojo fosforescente (Cuadrado, 2012).

Aparte de estas tinciones la prueba definitiva que va a medir la viabilidad
embrionaria es el establecimiento de gestaciones y el nacimiento de crias vivas tras

la transferencia a una hembra receptora.
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Iv. MATERIALESY METODOS

4.1. Ubhicacion

El estudio se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia Animal, Reproduccion y

Mejoramiento Genético de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza.

4.2. Material bioldgico

4.2.1.

4.2.2.

Aspiracion y seleccion de los COCs

Todos los medios y reactivos usados son de Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).
Antes de la colecta de los ovarios se realizé una evaluacién visual de la presencia
de cuerpo luteo persistente, cuerpo hemorragico y presencia de foliculo dominante
para su transporte del centro de faenado de Chachapoyas-Amazonas al laboratotio
de biotecnologia, en un recipiente isotérmico conteniendo solucién salina al 0.9%
de cloruro de sodio con 0.0625 mg/ml de estreptomicina, temperado a 38 °C. En
el laboratorio, los ovarios fueron lavados en solucion salina al 0.9% de cloruro de
sodio. Luego, se aspiraron los complejos ovocito-cimulus (COCs) usando una
jeringa de 10 ml y una aguja de 18 G x 1 %2, con medio PBS - PVA suplementado
con 0.01mg/ml de Gentamicina. Para la busqueda y seleccion de los COCs se
utilizd un estereoscopio (Olympus, Japon). La clasificacion de los COCs por
grupo se realiz6 en cuatro categorias, dependiendo de la presencia y calidad de las
CC, la coloracién y forma del ovocito (Figura N° 07) (Senatore et al., 2010).

Aislamiento y cultivo de células del camulus oophorus

Las CC se obtuvieron al momento de la aspiracion de los COCs. Esta célula fue
aislada y cultivada en una placa de 60 mm, en gotas de 100 pl con el medio de
cultivo que contenia SOF base modificado (Anexo; Tabla N° 04), suplementado
con 1X de amino &cidos esenciales, 1X de amino acidos no esenciales y 0.04 mg/ml
de myoinositol, luego se cultivaron en una atmosfera humidificada a 38.5°C con
6% COg, por 42 h (Cayo-Colca et al., 2014).
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CATEGORIA C

Figura N° 07 Categorizacion de los ovocitos

Se muestran ovocitos en diferentes categorias: ovocito con CC compacta mayor a 4 capas y con
citoplasma homogéneo (A), ovocito con 1 a 3 capas de CC y citoplasma homogéneo (B), ovocito
denudo y citoplasma irregular con zonas transparentes (C) y ovocito con CC expandidas y
citoplasma irregular y con zonas oscuras (D). Las barras indican 50 pum.

Fuente: propia
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4.2.3.

4.2.4.

Maduracion In vitro de los COCs

Los COCs de ovarios fueron usados para este experimento, siguiendo el
procedimiento de aspiracion y lavado descrito previamente. Los grupos de COCs
fueron clasificados de forma similar a lo descrito, para posteriormente ser
madurados in vitro separadamente por 24 h en una incubadora (ESCO,
SINGAPUR) con 6% CO> a 38.5 °C, en placas de 35 mm (Nunc, USA) en medio
de maduracion TCM-199 (medio de cultivo de tejidos 199) suplementado con 0.5
mg/ml de piruvato de sodio, 12 pug/ml de factor de crecimiento epidermal (EGF),
0.05 Ul/ml de hormona foliculo estimulante (FSH), 0.05 Ul/ml de hormona
luteinizante (LH), 0.004 Ul/ml de hormona gonadotrofina menopausica humana
(HMG) y 10% suero fetal bovino (SFB).

Los ovocitos fueron clasificados como maduros (MII) por la presencia del
corpusculo polar, los cromosomas condensados y la ausencia de vesicula germinal.
Se selecciond el 10% de ovocitos maduros para evaluar la estructura nuclear con
un microscopio binocular (Olympus, Japon) previa fijacion con &cido acético-
etanol (1:3, vol/vol). Luego de 72 h como minimo fueron tefiidos con 1% de aceto
orceina (wt/vol) (Figura N° 08) (Motlik y Fulka, 1976).

Otro grupo de ovocitos continu6 el experimento de fecundacién in vitro post

maduracion.

Fecundacion In vitro de los COCs

Para este experimento se utiliz6 semen congelado de toros de la raza Angus, de la
UNTRM-A.

A las 24 h de realizada el experimento de maduracion in vitro se procedio a
seleccionar espermas métiles por el método de gradiente de Percoll (Parrish et al.,
1995), con la ayuda de una centrifuga (BOECO, Alemania) y los espermas
seleccionados se capacitaron en el medio de fecundacion in vitro suplementado con
0,24 pg/ml de heparina. Los COCs madurados (Figura N° 09) y los
espermatozoides capacitados se incubaron por 18 h en una atmosfera humidificada
a 38.5 °C con 6% COz en gotas de 75 pl en placas de 35 mm (Figura N° 10).
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Figura N° 08 Vesicula germinal y metafase II

La fotografia A muestra un ovocito en estadio de VG vy la fotografia B muestra un ovocito en

estadio de MII. La barra indica 50 um.
Fuente: propia.

31



A B

Figura N° 09 Expansion de las células del ctimulus oophorus

La fotografia A muestra los COCs al momento de su ingreso para la MIV con las CC compactas
y la fotografia B muestra los COCs posterior a 24 h de MIV con las CC expandidas. Los ovocitos

fueron obtenidos de de foliculos de 2-6 mm de diametro. La barra indica 50 um.

Fuente: propia.
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4.2.5.

4.2.6.

Cultivo in vitro

Pasados las 18 h de FIV, se procedio a denudar y lavar a los presuntos cigotos en
el medio SOF base (Anexo; Tabla N° 04) suplementado con 1X de amino acidos
esenciales, 1X de amino &cidos no esenciales y 0.04 mg/ml de myoinositol. Los
cigotos fueron cultivados con el sistema de cocultivo (con CC) en grupos de 25,
dentro de gotas de 100 pl, en placas de 60 mm (Figura N° 10).

El grupo control (sin CC) se cultivé en grupos de 25, dentro de gotas de 75 pl, en
placas de 35 mm, utilizando el mismo medio de cultivo, a la misma temperatura y
por el mismo tiempo (Figura N° 11). Solo los que se confirmarén como cigotos o

dos células, fueron usados para esta prueba, los demas fueron descartados.

Determinacion de la viabilidad de embriones

La calidad de los embriones producidos se relacion6 directamente con su viabilidad
y fue medida a través de la tincion con los fluorocromos propidium iodide (PI) y
fluorescein diacetate (FDA); ya que estos indican el dafio al ADN y la actividad
enzimatica, respectivamente. Para ello, los embriones en estadio de mérula y
blastocisto se denudaron totalmente con una micropipeta de 200 pl en medio de
manipulacion que contenia PBS-PVA suplementado con 0.025 mg/ml de
estreptomicina. Luego, fueron colocados en medio de tincion compuesto por PBS-
PVA suplementado con 0.1 mg/ml de Pl y 0.0015 mg/ml de FDA vy llevados a
incubacion por 10 min; luego del cual, se examinaron con ayuda de un microscopio
invertido (Olympus, Japon) con fluorescencia. La intensidad promedio de la

coloracién se midid con el programa Adobe Photoshop CC 2014 (Figura N° 12).
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Figura N° 10 Divisiones embrionarias

Posterior a la fecundacién, entre 24 a 36 h, se puede apreciar el tercer ciclaje. La barra indica 50
pm.

Fuente: propia.
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Figura N° 11 Morulas y blastocistos

Entre el quinto y sexto dia post fecundacion se observaron mérulas compactas y blastocitos. Las

fotografias muestran embriones a partir de ovocitos obtenidos de foliculos de 2 a 6 mm. La barra
indica 50 pm.

Fuente: propia.
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Figura N° 12 Analisis de viabilidad y actividad enzimatica

Posterior a 7 dias de cultivo se puede apreciar; A: blastocisto viable; la tincion verde indica
actividad enzimatica-viabilidad. B: blastocisto con trazas de muerte celular, probablemente de
células del cimulus. D: blastocisto no viable; la tincion verde obscuro indica dafio, y un bajo
indice de actividad enzimatica. E: blastocisto con muerte celular, los puntos rojos fosforescentes
indican dafio en el ADN. La barra indica 50 pm.

Fuente: propia.
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4.3. Andlisis de datos

Para determinar la existencia o no de diferencia entre los porcentajes de embriones y
la calidad de los mismos, obtenidos con cocultivo y sin el se utilizé la prueba de
homogeneidad de varianza (ANOVA) y la prueba T-student al 5% para muestras
independientes con varianza poblacional desconocida. La muestra por cada repeticion

fue menor a 30. La prueba se realiz6 con el programa stadistix 8.0.
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V. RESULTADOS

La Tabla N° 01 muestra ovocitos de las categorias A y B tefiidos con acetorceina. Se
observa que el 86.7% de los ovocitos examinados se encuentran en el estadio de vesicula
germinal. Este porcentaje nos permitio demostrar que la seleccion y clasificacion de
ovocitos se realiz6 adecuadamente. Por lo tanto, los ovocitos pueden ser considerados aptos
para la MIV. Tambien se observo que el 13.3% de los ovocitos examinados ya estaban
degenerados al momento de la aspiracion a pesar de la clasificacion. Esto significa que los
ovocitos pueden tener una apariencia externa que no necesariamente va acorde a las

caracteristicas internas.

En la Tabla N° 02 se observa que del total de ovocitos examinados y sometidos a M1V, el
75% alcanzo la metafase de la segunda division meidtica luego de 24 h del inicio de la
MIV. Se puede apreciar también que el 15% de los ovocitos examinados no llegaron a
madurar por que se degeneraron durante el proceso. Sin embargo, cabe considerar que un
porcentaje ya ingres6 como degenerado al inicio de la MIV. Ademas, se puede apreciar
que la totalidad de los ovocitos presentaron expansion de las CC al final de la MIV. Sin
embargo, tan solo aquellos que alcanzaron a culminar el periodo de maduracién

presentaron la extruccion del primer corpusculo polar (Figura N° 08, fotografia B).

La Tabla N° 03 muestra la prueba de viabilidad con FDA, encontrando diferencias
significativas (p<0.05) a favor del sistema con cocultivo, encontrandose mayor actividad
enzimatica en él. La prueba con PI sefiala que el sistema con cocultivo tuvo menor dafio a
nivel del ADN (Figura N° 12). Con respecto a la cantidad no se observaron diferencias
significativas (p>0.05) entre ambos tratamientos, pero si se puede apreciar que el sistema
sin cocultivo aparenta tener un proceso de desarrollo méas acelerado que el sistema con

cocultivo.

La Tabla N° 04 Ay B muestran los embriones viables y el estadio embrionario alcanzado
al séptimo dia de CIV. Se puede apreciar que tanto los cigotos cultivados con el sistema de
cocultivo asi como sin él, lograron llegar hasta el estadio de morula, blastocisto inicial,
blastocisto y blastocisto expandido (25.7%-20.4%, 20.6%-22%, 5%-7.3%, 2.1%-1.4%);
respectivamente). De igual modo el porcentaje de embriones degenerados fue de 46.6% y

48.9%, respectivamente.
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Tabla N° 01 Estadio nuclear de ovocitos bovinos de foliculos antrales

Diametro No. %. Estadio Nuclear

del foliculo  Ovocitos
(mm)  examinados

2-6mm 30 26 26(86.7) 0(0) 0(0) 4(13.3)

total GV GV (%) LD (%) MI (%) DEG (%)

*Los COCs, coleccionados de foliculos antrales con diametro de 2 a 6 mm
fueron seleccionados dentro de las categorias de A y B, se procedié a
denudarlos, fijarlos con con &cido acético-etanol (1:3, vol/vol) y tefiirlos
con 1% de acetorceina. Posteriormente se observaron a 4X de aumento en un
microscopio binocular (Olympus-Japon). El total de ovocitos representan dos

repeticiones.
** VG: vesicula germinal; LD: Diaquinesis; MI: metafase I, y DEG:

degenerados.
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Tabla N° 02 Maduracion in vitro de ovocitos bovinos

Diametro No. i No. (%) No. (%)
. . Tiempo de ) X

del foliculo  Ovocitos MIV () ovocitos en  OvVOCitos
(mm)  examinados MiIlI deg.

2-6mm 80 24 60 (75) 20 (15)

*El COCs, coleccionados de foliculos antrales con didmetro de 2 a 6 mm
fueron cultivados por 24h en un medio de maduraciéon (TCM-199), se
procedio a denudarlos, fijarlos con con &cido acético-etanol (1:3, vol/vol)
y a realizar una tincion con 1% de acetorceina posteriormente se

observaron en un microscopio binocular (Olympus-Japén). El total de

ovocitos representan dos repeticiones.
**MII: Metafase 1l. DEG: degenerados
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Figura N° 14 Relacion entre el porcentaje de maduracién y
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Tabla N° 03 Calidad de embriones en funcidn a su viabilidad

. Viabilidad*
Sist. —
e S
CClv 512 + 58

Clv 27° +26

*La calidad de los blastocistos se midi6 con la tincion de

fluorocromos (FDA y PI); X representa promedio de grados de
luminosidad.

ab: |letras diferentes en superindice muestra diferencia estadistica
(p<0.05).
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Figura N° 15 Calidad de embriones segln su viabilidad (actividad

enzimatica)
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Tabla N° 04 Porcentaje total de embriones viables

Sist. Viables Degenerados
CCIV 53.4 46.6
Clv 51.1 48.9

Tabla N° 05 Desarrollo in vitro de embriones bovinos

Sigt N°. N°. (%) Segmentacion embrionaria**

. Cigotos* M Bl BL Bex  Deg.
CCIV 155 39 (25.7) 32 (20.6) 8 (5.0) 3 (2.1) 73 (46.6)
CIV 155 31(20.4) 34 (22.0) 11 (7.3) 2 (1.4) 77 (48.9)

* Los cigotos, fueron seleccionados al momento del cultivo, se observo la extrucion

de los prondcleos masculino y femenino y la primera division (dos células), los

mismos que fueron distribuidos al sistema de cocultivo (CCIV) y sin él (CIV).
**M: Morula; BIl: Blastocisto inicial; BL: blastocisto propiamente dicho; Bex:

blastocisto expandido; Deg: degenerados.
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Vl. DISCUSION

La PIVE, en el bovino, es motivo de muchas investigaciones, debido a las bajas tasas de
blastocitos obtenidos (5-30%), consecuencia del constante “bloqueo del desarrollo” por la
manipulacion del évulo o del embrion. Con la finalidad de evitar este bloqueo se han
empleado cocultivos con células somaticas, obteniendo resultados controversiales
(Martinez, 2014). Por ello, este experimento uso a las CC, para determinar la calidad en

funcion a su viabilidad y su efecto en la PIVE.

Con relacién a la calidad en funcién a la viabilidad de los embriones producidos en este
experimento, no se puede concluir ain que esta haya mejorado. Sin embargo, se observo
gue hay una mayor actividad enziméatica y menor dafio al ADN en los embriones que
estuvieron bajo el sistema de cocultivo comparados al grupo control. Esta actividad
enzimatica es efecto del uso del cocultivo, que podria estar sincronizando la division
nuclear y citoplasmatica y la prevencion del endurecimiento de la ZP que facilitaria la

eclosion del blastocisto (Dey et al., 2012).

Van den Hurk y Zhao (2005), sefiala que las CC son fundamentales para el desarrollo
embrionario, este debe estar unido por uniones Gap al citoplasma del ovocito durante la
maduracién ya que através de estas, se transportan nutrientes, precursores metabolicos y
hormonas fundamentales para la maduracion del ovocito. En nuestro experimento se
observd que el cocultivo con células del cumulus oophorus podrian estar retardando el
desarrollo embrionaro, y esto a su vez podria influir en la sincronizacion de los eventos
durante el ciclo celular, mejorando de este modo, la calidad de los embriones producidos
(Senatore et al., 2010).

Staigmiller y Moor (1984), Kamishita et al. (1999), observaron que cocultivos con CC y
células epiteliales; respectivamente, aumentaron la capacidad de desarrollo del embridn.
Las CC parecen tener también propiedades embriotréficas segun ha sido indicado por
Vansteenbrugge et al. (1994), ya que producen sustancias que incrementan el desarrollo
de los embriones bovinos. Contrario a ello, en este experimento, se observd que el uso de
CC (cocultivo) no tuvo efecto alguno sobre las tasas de PIVE de los embriones al séptimo
dia. Esto puede deberse a que los protocolos asi como, la fuente de células somaticas y los
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animales usados por ellos fueron diferentes a los nuestros (Staigmiller y Moor, 1984;
Kamashita, 1999).

Goovaerts et al. (2009), obtuvieron 6,3% de blastocito con un sistema de cocultivos con
CC en un ambiente con mezcla de gases. Estos resultados son relativamente mas bajos a
los obtenidos en esta investigacion. Sin embargo, cabe considerar que en esta investigacion
solo se us6 CO2, durante todo el proceso, el sistema de cultivo (gotas) fue también

diferente, los medios y dias de cultivo también variaron.

Senatore et al. (2010), determinaron que la seleccion y clasificacion de ovocitos se deberia
realizar en cuatro categorias (A, B, C, D), los de categoria A y B poseen mayor capacidad
de maduracion y por ende mayor capacidad de fecundacion, estos pueden llegar a producir
blastocistos; mientras que los de categoria C y D no tienen la capacidad de maduracion,
por lo tanto, detienen su desarrollo; en esta investigacion se utilizaron ovocitos de categoria
A'y B para determinar el porcentaje de ovocitos aptos para entrar a la M1V, obteniendo un
86,7% de ovocitos en estadio de VG (apto) y un 13.3% de ovocitos en estado de
degeneracion. Sumado a ello, se pudo observar un 13.3% de degenerados al momento de
la aspiracién. Esto demuestra que los ovocitos pueden tener una apariencia externa de
excelente a buena que no necesariamente va acorde a las caracteristicas internas

(citoplasmaticas y nucleares) del ovocito.

A pesar de la seleccién y clasificacion de los ovocitos y considerando que el 13.3%
ingresaron en estado de degeneracion a la MIV, se logré obtener un 75% de ovocitos que
alcanzaron la metafase de la segunda division mei6tica, luego de 24 h de MIV, estos
resultados estan por encima de los 61.36% encontrados por Francisco et al. (2008) y por
debajo de los 90% encontrados por Martinez, (2014), esto podria deberse a la diferencia
en el tamafio del foliculo del cual fueron obtenidos los ovocitos, a los protocolos utilizados,
el método de manejo y a la condicion de los animales utilizados por ellos, ya que estos

fueron diferentes a los nuestros.
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VIl. CONCLUSIONES

El uso de cocultivos permitié obtener embriones de apariencia viable, en comparacion
con el tratatamiento (sin cocultivo), debido a que se obtuvo un menor nimero de células
muertas (evaluadas con PI); no obstante, el sistema con cocultivo no increment¢ la tasa
de produccidn in vitro de embriones.

Segun la literatura, la maduracién in vitro de ovocitos esta influenciada por el tamafio
de los foliculos y la calidad de los ovocitos contenidos en ellos. Ademas, la calidad del
ovocito esta determinada por el niumero de CC, la morfologia y el color. Sin embargo,
se observd que no es una determinante ya que también hay un grupo que puede estar en
proceso de degeneracion.

Los porcentajes obtenidos en el grupo control (sin cocultivo), 20.4% de morulas y
30.7% de blastocistos (desde inicial hasta expandido), a diferencia del tratamiento (con
cocultivo), en el cual se obtuvo 25.7% de morulas y 27.7% de blastocistos dan indicios
de que hay un desarrollo ligeramente mas acelerado en los sistemas sin cocultivo.

El sistema de cocultivo con células del cimulus no incremento, las tasas de PIVE. En
este experimento no se observaron diferencias significativas entre ambos tratamientos
(p>0.05).

El tratamiento (con cocultivo) mejora la actividad enziméatica de los embriones a
diferencia del grupo control (sin cocultivo), comprobado mediante la intensidad de
fluorecencia a través de la tincion con fluorocromos (FDA); lo que se vio reflejado en

la viabilidad de los mismaos.

45



VIIl. RECOMENDACIONES

Utilizar células del cumulus oophorus en cocultivos, ya que esto permite obtener
embriones viables.

Continuar esta investigacion, transfiriendo los embriones procedentes de cocultivo con CC,
con la finalidad de validar el protocolo.

Elaborar un sistema de clasificacion de embriones FIV en funcién a la viabilidad y al
nacimiento de terneros para demostrar la calidad de los embriones obtenidos.

Realizar una preclasificacion de los ovarios antes de seleccionar los foliculos a ser
aspirados. Se recomienda que la preclasificacion esté en funcion al cuerpo luteo persistente,
cuerpo hemorrégico y presencia del foliculo dominante.

Continuar con la clasificacion de ovocitos recomendado por Senatore et al. (2010) el mismo
que esta en funcion al nimero de capas de las células del cimulus oophorus y la coloracién
del citoplasma.

Probar diferentes sistemas de cocultivos existentes en la actualidad para identificar

aquellos que mejoren las tasas de PIVE y el nacimiento de terneros.
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X.  ANEXOS

10.1. Protocolo de produccion in vitro de embriones

El pesado de sales y otros se realizar6 en una balanza analitica (Sartorius - Alemania)
y su conservacion dentro de una refrigeradora (Bosch - Alemania) a4 °Cy 20 °C.

A) Transporte de ovarios

Tabla N° 06 Preparacion de solucion salina al 0.9%

LITRO 1LITRO 10 X
NaCl 95¢r NaCl 95 gr
Agua destilada 1 litro Agua destilada 1 litro
Gentamicina 0 10 mg/ml Gentamicina 0 10 mg/ml
estreptomicina 0.025 gr/1lt | estreptomicina 0.025 gr/1lt

Nota: Luego de la preparacion llevar a la autoclave para después agregarle el

antibicdtico.
B) Lavado y busqueda de ovocitos.

Tabla N° 07 Preparacion del medio de lavado y bldsqueda de ovocitos

COMPONENTES 1 LITRO
KCI 8gr
NaCl 0.2gr
NazHPO4 290gr
KH2PO4 0.2gr
PVA 1gr

Nota: Luego de la preparacion llevar a la autoclave para después colocar en
refrigeracion.
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C) Maduracion in vitro.

Tabla N° 08 Preparacion del medio de maduracion.

COMPONENTES 2 ml
TCM-199 1.8 ml
Piruvato 20 mg/ml
FSH 50 pl
LH 50 pl
SFB 200 pl
EGF 12 pl
HMG 30 pl

D) Fecundacion in vitro

Tabla N° 09 Preparacion de medio SOF base modificado.

SALES 100 ml 50 ml

NaCl 0.6294 gr 0.3147 gr
KCI 0.0534 gr 0.0267 gr
KH2PO4 0.0162 gr 0.0081 gr
NaHCO3 0.210615 gr 0.1053075 gr
CaClz 2H:0 0.018 gr 0.009 gr
MgCl2 6H.0 0.00996 gr 0.00498 gr
Na — Piruvato 3.3mg 1,65 mg
Na — Lactato 47 ul 23.5 ul
L - Glutamina 0.0146 gr 0.0073 gr
Kanamicina 0.0080 gr 0.004 gr
Rojo fenol 0.0002 gr 0.0001 gr
BSA 0.30 gr 0.15gr

Tabla N° 10 Preparacion del medio de fecundacion y capacitacion

SALES 3ml
SOF base 3ml
Heparina 24 pl
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Tabla N° 11 Preparacion de percoll

a) Preparacion de percoll al 100%

Percoll 100% 45 ml 29 ml
PBS 10X 4.5 ml 2.8 ml
Percoll 40.5 ml 25.2 ml

b) Preparacion de percoll al 90%

Percoll 90%0 50 ml 14 ml
PBS 1X 5mi 1.4 ml
Percoll 100% 45 ml 12.6 ml

c) Preparacion de percoll a 45%

PERCOLL 45% 50 ml 14 mi
PBS 1X 27.5 ml 7.7 ml
Percoll 90% 225 ml 6.3 ml

Tabla N° 12 Preparacion de medio PBS 10X — 1X

a) Preparacion de medio PBS 10X

SALES 1 litro
NaHPO, 14.2 gr
KH2PO4 2.01 gr
KCI 2.01 gr
NaCl 80.06 gr

b) Preparacion de medio PBS 1X

SALES 10 mi
Agua ultra pura 9mi
PBS 10X 1ml
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E) Cultivo in vitro

Tabla N° 13 Preparacion del medio de cultivo

Medio de CIV 25 ml
SOF base 25 ml
Aminoéacidos esenciales 20 pl
Aminoacidos no esenciales 20 pl
Mioynositol 20 pl
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10.2. Proceso para la produccion de embriones in vitro.

Imagen N° 05 Ovocito categoria A Imagen N° 06 Tincién de ovocito con
acetorceina
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Imagen N° 07 Seleccion de COCs
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Imagen N° 12 A-C: Embriones cultivados con cocultivo
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Imagen N° 13 D-F: Embridnes cultivados sin cocultivo
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10.3. Analisis estadisticos.

Pruebas T de dos muestras para CIGOTOS por SISTEMA

SISTEMA Media N SD SE
1 14271 7 1.711 0.6465
2 14271 7 1.711 0.6465

Diferencia  0.0000

Hipotesis nula: diferencia = 0
Hip alternativa: diferencia <> 0

95% CI por diferencia

Supocicion T DF P lzquierda Derecha
Igualdad de varianza 0.00 12 1.0000 -1.9921 1.9921
Desigualdad de varianza  0.00 12.0 1.0000 -1.9921 1.9921

Prueba de Igualdad F DF P
de varianzas 1.00 6,6 0.5000

Casos incluidos 14 Casos perdidos 0

Pruebas T de dos muestras para MORULA por SISTEMA

SISTEMA Media N SD SE
1 25.714 7 1157 4.3737
2 20.429 7 5827 2.2023

Diferencia 5.2857

Hipotesis nula: diferencia = 0
Hip alternativa: diferencia <> 0

95% CI por diferencia

Supocicion T DF P lzquierda Derecha
Igualdad de varianza 1.08 12 0.3016 -5.3837 15.955
Desigualdad de varianza 1.08 8.9 0.3089 -5.8188 16.39

Prueba de Igualdad F DF P

de varianzas 3.94 6,6 0.0597
Casos incluidos 14 Casos perdidos 0
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Pruebas T de dos muestras para BLASTOCISTO INICIAL por SISTEMA

SISTEMA Media N SD SE
1 20.571 7 7.9970 3.0226
2 22.000 7 5.0332  1.9024

Diferencia -1.4286

Hipotesis nula: diferencia= 0
Hip alternativa: diferencia <> 0

95% CI por diferencia

Supocicion T DF P lzquierda Derecha
Igualdad de varianza -040 12 0.6962 -9.2100 6.3529
Desigualdad de varianza -0.40 10.1 0.6975 -9.3746 6.5175

Prueba de Igualdad F DF P
de varianzas 252 6,6 0.1422

Casos incluidos 14 Casos perdidos 0

Pruebas T de dos muestras para BLASTOCISTO por SISTEMA

SISTEMA Media N SD SE
1 50000 7 45826 17321
2 7.2857 7 52190 1.9726

Diferencia -2.2857

Hipotesis nula: diferencia = 0
Hip alternativa: diferencia <> 0

95% CI por diferencia

Supocicion T DF P lzquierda Derecha
Igualdad de varianza -0.87 12 0.4010 -8.0053 3.4339
Desigualdad de varianza -0.87 11.8 0.4013 -8.0159  3.4445

Prueba de Igualdad F DF P
de varianzas 1.30 6,6 0.3801

Casos incluidos 14 Casos perdidos 0
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Pruebas T de dos muestras para BLASTOCISTO EXPANDIDO por SISTEMA

SISTEMA Media N SD SE
1 21429 7 2.6726  1.0102
2 14286 7 3.7796  1.4286

Diferencia 0.7143

Hipotesis nula: diferencia = 0
Hip alternativa: diferencia <> 0

95% CI por diferencia

Supocicion T DF P lzquierda Derecha
Igualdad de varianza 0.41 12 0.6903 -3.0978 4.5264
Desigualdad de varianza 041 10.8 0.6911 -3.1454 45739

Prueba de Igualdad F DF P
de varianzas 200 6,6 0.2099

Casos incluidos 14 Casos perdidos 0

Pruebas T de dos muestras para DEGENERADOS por SISTEMA

SISTEMA Media N SD SE
1 46.5710 7 13.5630 5.126
2 48.8570 7 11.5820 4.378

Diferencia -2.2857

Hipotesis nula: diferencia = 0
Hip alternativa: diferencia <> 0

95% CI por diferencia

Supocicion T DF P lzquierda Derecha
Igualdad de varianza -0.34 12 0.7404 -16.9730 12.402
Desigualdad de varianza -0.34 11.7 0.7406 -17.013 12.442

Prueba de Igualdad F DF P
de varianzas 1.37 6,6 0.3556

Casos incluidos 14 Casos perdidos 0
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Pruebas T de dos muestras para CALIDAD por SISTEMA

SISTEMA Media N SD SE
1 51.4010 7 26.5590 10.04
2 27.2860 7 85294 3.224
Diferencia 24.116

Hipotesis nula: diferencia= 0
Hip alternativa: diferencia <> 0

95% CI por diferencia

Supocicion T DF P lzquierda Derecha
Igualdad de varianza 2.29 12 0.0411 1.1438  47.088
Desigualdad de varianza 2.29 7.2 0.0549 -0.659 48.89

Prueba de Igualdad F DF P
de varianzas 9.70 6,6 0.0071

Casos incluidos 14 Casos perdidos 0
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