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RESUMEN 
ORDÓÑEZ lEON ERIKA AUNA. Producción de embriones ovinos de razas de pelo 
y lana por medio de fertilización in vitro. (Tutor: Dr. Salvador Romo García. Comité 
Tutoral: Dr. José Alfredo Medrano Hernández, Dr. Octavio Mejía Villanueva). 

El objetivo de esta tesis fue comparar y evaluar los procedimientos utilizados para la 
producción de embriones in vitro, en ovejas de pelo y lana. Con esta finalidad se 
montó un protocolo de fertilización in vitro (FIV) existente en ovejas de lana (Ol) y se 
utilizó en ovejas de pelo (OP). Se utilizaron 251 Ol Y 251 OP. los ovarios se 
retiraron 10 minutos después del sacrificio y se transportaron al laboratorio, a 20-25 
oC, en solución salina fisiológica con antibióticos. Se descartaron los ovarios que no 
mostraban folículos en la superficie, de manera que se trabajó con un total de 411 
ovarios de Ol y con 440 de OP. la FIV se llevó a cabo en un período de 8 semanas, 
durante las cuales se aspiraron un total de 805 folículos de las Ol y 790 de las OP. 
Se obtuvieron en total 663 ovocitos de Ol y 597 de OP. Estos fueron utilizados para 
los procesos de maduración, fertilización y desarrollo embrionario in vitro. El 
promedio de ovocitos recuperados por ovario fue de 1.6 en Ol y en OP fue de 1.4. 
El promedio de folículos por ovario fue de 1.9 en Ol y 1.7 en OP. Para la 
maduración in vitro (MIV) los ovocitos se depositaron en medio de maduración, 
incubándose (38.5 oC, 5 % de CO2 , 95 % de aire, y humedad a saturación) durante 
24 hr y transcurrido este tiempo se colocaron en medio de fertilización. Para la 
inseminación in vitro se lavó el semen por centrifugación en dos gradientes de 
concentración de una solución siliconada. los ovocitos se incubaron durante 18 hr. 
Para el desarrollo in vitro (DIV) los ovocitos se colocaron en 500 111 de medio de 
desarrollo, permaneciendo en este durante 7 días. Posteriormente se realizó la 
evaluación del grado de desarrollo embrionario, con base al número de divisiones 
que alcanzaron los embriones producidos, así como el porcentaje total de embriones 
que se desarrollaron hasta alcanzar las etapas de mórula y blastocisto. El porcentaje 
de recuperación de ovocitos fue de 82 % en Ol y 76 % en OP. Se sometieron a MIV 
y FIV todos los ovocitos recuperados, fertilizándose 535 ovocitos de Ol y 446 de OP. 
Se obtuvieron 81 % de ovocitos fertilizados in vitro en Ol y 75 % en OP. los 
ovo citos provenientes de Ol presentaron mayor porcentaje de maduración y 
fertilización, con una diferencia estadísticamente significativa (P>0.05). El porcentaje 
de división, en base al número de ovocitos madurados, fue de 63 % en Ol (n=419) y 
52 % en OP (n=312). No existieron diferencias estadísticamente significativas entre 
los 2 grupos estudiados en cuanto a desarrollo embrionario in vitro (P>0.05). Se 
concluye que los procedimientos utilizados in vitro para la maduración y fertilización 
de ovocitos, y para el desarrollo de embriones en Ol, se pueden utilizar con 
resultados similares en OP. Este trabajo sienta las ,bases para la realización de 
futuras investigaciones de producción de embriones in vitro en México, aportando 
información relevante sobre los procedimientos de MIV, FIV y DIV en ovinos de pelo 
y lana. 

Palabras clave: fertilización in vitro, producción de embriones in vitro, ovinos de lana, 
ovinos de pelo. 
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Abstract 

The objective of this thesis was to compare and to evaluate the procedures used for 
in vitro embryo production in hair and wool sheep. For this purpose, an existing 
protocol for in vitro fertilization (IVF) in wool ewes (WE) was used in ha ir ewes (HE). 
A total of 251 WE and 251 HE were used. The ovaries were retired 10 min after 
slaughter and were transported to the laboratory at 20-25 o C, in physiological saline 
solution with antibiotics. The ovaries that did not show follicles in the surface were 
discarded, a total of 411 ovaries of WE and 440 of HE were used. The IVF process 
was carried out in a total period of 8 weeks, during which a total of 805 follicles of WE 
and 790 of HE were aspirated. A total of 663 oocytes of WE and 597 of HE were 
obtained. These were used for the procedures of in vitro maturation, fertilization and 
embryo development. The average of oocytes recovered by ovary was of 1.6 in WE 
and in HE it was of 1.4. The average of follicles per ovary was of 1.9 in WE and 1.7 in 
HE. For in vitro maturation (IVM), oocytes were deposited in maturation medium, 
incubated (38.5 oC, 5% CO2, 95 % air, and humidity to saturation) during 24 hrs and 
after this period were placed in fertilization medium. For in vitro insemination, semen 
was washed by centrifugation in two concentration gradients of a silicone solution. 
Oocytes were then incubated for 18 hrs. For in vitro development (lVO), oocytes were 
placed in 500 ~I development medium, remaining in it for 7 days. After this, the 
degree of embryonic development was evaluated, according to the number of 
divisions of the produced embryos, as well as the total percentage of embryos that 
developed until reaching the stages of morula and blastocyst. The percentage of 
recovered oocytes was of 82 % in WE and 76 % in HE. For the IVM and IVF 
procedures, all recovered oocytes were used, producing 535 fertilized oocytes of WE 
and 446 of HE. From this, 81 % of the oocytes from WE and 75 % from HE were 
fertilized. Oocytes from WE showed a higher percentage of maturation and 
fertilization, with a statistically significant difference (P>0.05). The percentage of 
division, on the basis of the number of matured oocytes, was of 63 % for WE (n=419) 
and 52 % for HE (n=312). There were no statistically significant differences between 
the 2 groups studied, for in vitro embryo development (P>0.05). It is concluded that 
the procedures used in vitro for the maturation and fertilization of oocytes, and for the 
development of embryos in WE, can be used with similar results in HE. This work is a 
precedent for future investigations on in vitro embryo production in Mexico, providing 
relevant information about the procedures of IVM, IVF and IVO in hair and wool 
sheep. 

Key words: in vitro fertilization, embryo production in vitro, wool sheep, hair sheep. 
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1. Introducción 

En México se requiere impulsar la biotecnología reproductiva aplicando diversos 

procedimientos para manipular y mejorar el proceso reproductivo de los animales 

domésticos. Esta tecnología incluye técnicas tales como: ovulación múltiple, recolección, 

congelación y transferencia de embriones, producción in vitro de embriones o fertilización 

in vitro (FIV), sexado de semen, embriones y fetos, transferencia de genes o transgénesis 

y transferencia nuclear o clonación (Romo, 1993). 

Se han logrado grandes avances, especialmente en la producción in vitro de 

embriones en distintas especies animales domésticas (Bezard et al., 1992; Gordon, 1994; 

Motlik et al., 1986; Paramio et al., 1993; Vázquez et al., 1993), silvestres (Wildt, 1990)y de 

laboratorio (Hirao et al., 1990), ya que por medio de la FIV es posible madurar, fertilizar y 

desarrollar óvulos no fertilizados bajo condiciones de laboratorio (Romo, 1993). Esto 

constituye una importante herramienta para el mejoramiento genético y la multiplicación 

de especies animales domésticas (Toyoda y Naito, 1990), para la producción de animales 

de laboratorio o bien para preservar especies en peligro de extinción (Vatti, 1985). 

La FIV incluye los procesos de recolección y maduración de ovocitos, capacitación 

espermática, y posteriormente el desarrollo in vitro del embrión. El proceso de fertilización 

in vivo involucra la interacción de diversos factores biológicos y bioquímicos, que aún no 

están bien definidos in vitro (Gordon, 1994). Los diferentes medios de cultivo empleados 

en la FIV afectan la proporción de ovocitos que logran alcanzar la maduración, así como 

la fertilización y el desarrollo embrionario hasta la etapa de mórula o blastocisto, al llegar a 

estas etapas de desarrollo el embrión tiene mayores posibilidades de implantarse y ser 

transferido a una receptora (Gordon, 1994). 

Mediante la FIV, potencialmente se pueden aprovechar cientos de ovocitos 

primarios y producir cientos de embriones a partir de una sola hembra (Gordon, 1994). En 

contraste, por medio de las técnicas tradicionales de inseminación artificial y monta 

natural, solamente es posible producir unas cuantas crías en toda la vida productiva de la 

hembra. Por lo tanto, la FIV puede emplearse para incrementar una población 

seleccionada en cuanto a su genotipo y/o fenotipo, ya que permite la producción de 

embriones en una forma eficiente y a gran escala en un periodo de tiempo relativamente 

corto (Romo, 1993; Gordon, 1994; Romo, 1997). 

El desarrollo y aplicación de esta tecnología en la ganadería mexicana podría 

contribuir a multiplicar poblaciones selectas de ganado ovino con características 
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importantes para su explotación en nuestro país. Un ejemplo sería la raza Pelibuey 

(originaria de zonas tropicales), que recientemente ha cobrado gran importancia 

económica, ya que se presenta como una opción muy importante para producir carne 

debido al mayor rendimiento de la canal y su fácil adaptación a diferentes condiciones 

climáticas y de alimentación (De Lucas y Arbiza, 2002). 
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1.1. Antecedentes 

Los estudios de FIV en mamíferos se iniciaron en el siglo XIX cuando Schenk obtuvo 

ovocitos de conejo y de cobayo, los incubó in vitro con espermatozoides, observando la 

formación del cuerpo polar y al cabo de un tiempo de cultivo las primeras divisiones 

celulares (Citado por Ducolomb et al., 2001). Desde entonces muchos investigadores se 

han preocupado por estudiar y comprender el proceso de fertilización (Hanada y Chang, 

1976). 

Los primeros nacimientos de animales domésticos por medio de FIV se produjeron a 

mediados del siglo pasado, cuando se logró el nacimiento de conejos por medio de esta 

metodología. El primer nacimiento de un ser humano por medio de FIV y transferencia 

embrionaria fue logrado por Steptoe y Edwards en 1978. Fue hasta 1982 cuando Bracket 

et al., lograron el nacimiento de la primera ternera producida por FIV (Citado por 

Ducolomb et al., 2001). 

En 1986 en Cambridge, Cheng et al. (1986), utilizaron diferentes procedimientos de 

capacitación espermática y reportaron el nacimiento de corderos después de la 

transferencia de cigotos producidos in vitro. Estos resultados fueron confirmados en 1987 

por Crozet et al., en sus estudios los embriones en etapas tempranas fueron cultivados en 

oviductos de conejas antes de ser transferidos a ovejas. El nacimiento de corderos 

normales también fue reportado en Checoslovaquia, después de la transferencia de 

cigotos producidos in vitro por. Slavik y Fulka (1991), ó de embriones de dos a cuatro 

células, por Slavik et al: (1992). 

Gandolfi y Moor en 1987 en el Reino Unido, demostraron que la presencia de 

células somáticas aumenta la tasa de división y desarrollo de cigotos ovinos en cultivo. 

Estos autores reportaron que los cigotos ovinos en ca-cultivo con células del oviducto, en 

la mayoría de los casos promovió el desarrollo embrionario hasta la etapa de mórula y 

blastocisto, mientras que los embriones incubados en ausencia de células del oviducto no 

presentaron un desarrollo mayor de 16 células. El cultivo exitoso de embriones ovinos 

durante la FIV con células de oviducto, también fue reportado por Fukui et al. (1988b). 
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En otros estudios en Cambridge, reportados por Fukui et al. (1988a), se encontró 

que el semental puede afectar el porcentaje de FIV y también la habilidad de los cigotos 

para dividirse después de la fertilización. Estos autores concluyeron que la selección de 

sementales con una alta capacidad de fertilización puede ser un factor clave en trabajos 

de FIV en ovinos. En China, Sou Shorgan et al., en 1990 demostraron que los embriones 

ovinos producidos por FIV en medios de cultivo mejorados pueden desarrollarse in vitro 

hasta la etapa de blastocisto, sin la presencia de células del oviducto y pueden también 

producir gestaciones, lo que es evidencia de la viabilidad de dichos embriones. 

En 1991 en Nueva Zelanda, Pugh et al., demostraron que es posible producir 

corderos mediante FIV, utilizando semen congelado y ovocitos recolectados cuando los 

animales donadores no están en su estación reproductiva. Estos resultados indican por 

primera vez que en ovinos la FIV hace posible producir embriones en cualquier época del 

año. 

En Australia en 1991 Holm et al., y en Canadá en 1992 Kelk et al., también 

reportaron la producción in vitro de blastocistos ovinos, usando generalmente células de 

oviducto en el medio de cultivo. Los investigadores canadienses también reportaron 

gestaciones y crías nacidas de las cinco ovejas receptoras que fueron utilizadas para 

probar la viabilidad de los embriones. 

En muchos países del mundo los ovinos constituyen una parte importante de la 

industria pecuaria. El uso de nuevas técnicas reproductivas puede ser una ventaja que 

coadyuve al mejoramiento genético y a la multiplicación de esta especie. 

En los últimos años se han introducido nuevas técnicas para mejorar los procesos 

reproductivos en los animales domésticos que han facilitado el avance en la preservación 

de animales genéticamente valiosos, incrementando la eficiencia reproductiva de los 

mismos. Estas técnicas han sido utilizadas para producir mayores cantidades de 

embriones (Grazul-Silska et al., 2003), por lo mismo, este esfuerzo se ha centrado en el 

desarrollo de técnicas de maduración in vitro (MIV) y fertilización in vitro (FIV) de ovocitos 

aplicándose en la reproducción del ganado, produciendo preñeces en diferentes especies 

de animales domésticos, como bovinos (Srackett et al., 1983; Xu et al., 1987) cerdos 

(Cheng et al., 1986), cabras (Hanada, 1985; Younis et al., 1991; De Smedt et al., 1992), 
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equinos (Palmer et al., 1991) Y ovejas (Crozet et al., 1987; Czlokowska et al., 1991). 

En pequeños rumiantes es muy importante el desarrollo de embriones, por lo que 

han realizado diferentes investigaciones para determinar la mejor forma para obtener 

progenie de ovinos fuera de la época de apareamiento. Se han desarrollado métodos para 

la obtención de ovo citos mediante métodos quirúrgicos o lapar~scópicos (Baldasarre et 

al., 1994). Estos métodos requieren de personal especializado, además de que son 

relativamente costosos y el número de ovo citos recuperados por ovario es bajo. 

Por otro lado, los ovarios de animales sacrificados son la fuente más económica y 

abundante de ovocitos primarios, lo que facilita el proceso de producción de embriones a 

través de los procesos de MIV y FIV. La disección folicular fue la primer forma utilizada 

para recuperar ovocitos de los folículos, después se utilizaron el corte y la aspiración de 

folículos, siendo esta última la utilizada con mayor frecuencia para la recuperación de 

ovocitos ovinos (Wani et al., 2000). 

En la actualidad se realizan extensas investigaciones, principalmente en países 

desarrollados, con el propósito de estandarizar una metodología que permita aprovechar 

el potencial genético reproductivo de las razas ovinas de lana (Gordon, 1994). Sin 

embargo, no existen reportes en la literatura sobre trabajos de FIV en razas ovinas de 

pelo, probablemente debido a que la distribución e importancia de estas ocurre 

principalmente en países subdesarrollados o en vías de desarrollo. 

Por lo antes expuesto, se justifica ampliamente la necesidad de realizar estudios 

que permitan contar en México con la tecnología necesaria para contribuir al 

mejoramiento y multiplicación de la ganadería nacional. 
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11. REVISiÓN DE LITERATURA. 

Desarrollo Folicular. 

Existen diferentes fases en el desarrollo del folículo. la primera transcurre paralela 

a la profase del ovadta y tiene lugar muy lentamente. Cuando un ovocito entra en 

meiosis, es completamente rodeado por una capa simple de células fusiformes del 

estroma, en un proceso iniciado por el avocito (Dufour el al. , 1972). Simultáneamente. se 

forma la membrana basal por fuera de las células de la granulosa, dando lugar a la 

formación del folículo primordial (Byskov et al ., 1986). Una membrana basal poco evidente 

demarca su límite periférico del sistema conectivo intersticial circundante (Van Wezel y 

Rodgers . 1996). 

Cada folículo contiene a un ovocito esférico de aproximadamente 25 l11Tl de 

diámetro rodeado por una capa única de células escamosas pregranulares (Van Wezel y 

Rodgers 1996). Se ha comprobado que el número de foliculas primordiales presentes en 

el ovario varía dependiendo de la especie, en el porcino es muy elevado (210,000) en 

comparación con otras especies de mamlferos como la especie humana (151,000), los 

bóvidos (105,000) o los roedores (2.135) (Gosden y Teller. 1987). 

Se ha estimado que las corderas nacen con alrededor de 100,000 a 200,000 

folículos y en su etapa adulta existen hasta 50 folículos terciarios (Evans, 2003). Los 

ovarios de ovejas adultas contienen, con variaciones entre las razas, entre 12,000 y 

86,000 folículos primordiales y entre 100 y 400 foUculos en crecimiento, de los cuales de 

10 a 40 son visibles en la superficie ovárica (Brand y De Jong, 1973). En la reserva de 

foliculos primordiales, formados durante la vida fetal o poco después del nacimiento, 

algunos comienzan a crecer y no dejan de hacerlo durante toda la vida, o por lo menos 

hasta que dicha reserva se agota. Cuando algún follculo sale de esta reserva, sigue 

creciendo hasta la ovulación o hasta que se degenera como ocurre en la mayoría de los 

folículos (Hafez y Hafez, 2002). 

La población de folículos en crecimiento puede ser clasificada de acuerdo al 

tamaño, al número de células de la granulosa, la presencia o ausencia de antro, o al 
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número de capas celulares, además del número de receptores hormonales (Cupps, 

1991). 

Los foliculos primordiales consisten en un ovocito rodeado por una sola capa de 

células somáticas aplanadas. Los foliculos se desarrollan de primordiales o primarios, a 

secundarios y terciarios (antrales). Muy pocos folículos progresan hasta la ovulación, y la 

mayoria sufren atresia. El inicio del crecimiento folicular se caracteriza por la proliferación 

de células de la granulosa, el cambio de células aplanadas a cuboidales, el 

agrandamiento del ovocUo y la formación de la zona pelucida. El cambio de tamaño en el 

ovocito está relacionado con él numero de células de la granulosa, que en bovinos es de 

40 y en ovinos alrededor de 15 (Braw-Tal , 2002). 

El crecimiento y maduración folicular representan una sucesión de 

transformaciones subcelulares y moleculares de diversos componentes del folículo: el 

ovocito, granulosa y teca, regidos por varios factores intraovárlcos e intrafoliculares y 

senales hormonales que conducen a la secreción de andrógenos y estrógenos 

(principalmente estradiol). La producción de estradiol determina cual folículo adquirirá los 

receptores de LH necesarios para la ovulación y la luteinización (Hafez y Hafez, 2002). 

La gonadotropinas quizás no intervienen en el inicio del crecimiento del folículo, porque en 

las primeras etapas de crecimiento folicular, las gonadotropinas parecen no ser un 

prerrequisito para el desarrollo de los folículos. Sin embargo, en las últimas etapas de 

crecimiento del folículo este es dependiente de gonadotropinas como LH y FSH. Estas 

hormonas proveen el mecanismo primario que controla el reclutamiento folicular, la 

selección y la dominancia. La FSH es la principal hormona que controla el crecimiento 

folicular en bovinos. ovinos y cerdos, y su secreci6n es controlada por algunos productos 

secretados por el folrculo dominante: estradiol e inhibina (Hunter et aL, 2004). 

En la oveja, todos los folículos sanos de 2 mm de tamat'io son ~reclutados~ y una 

vez que ha ocurrido la selección, se bloquea el reclutamiento. En los foliculos que inician 

el crecimiento, se forman dos o tres capas de células de la granulosa y las células de la 

teca se diferencian a partir del estroma circundante (Scaramuzzi el al., 1993). El factor de 

crecimiento similar a la insulina tipo 11 (IGF 2, por sus siglas en inglés), es probablemente 

el responsable de la diferenciación de las células del estroma a células esteroidogénicas 

de la leca (Perns el al., 1995). 
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Este factor se expresa cuando existen folículos de 6 mm y permanece hasta 

después del pico de LH, lo Que también podría indicar Que éste actúa en la ovulación o 

luteinización (Hunter el al., 2004). 

El crecimiento folicular se asocia también con las altas concentraciones de factor 

de crecimiento similar a la insulina tipo I (IGF· 1) e insulina, lo que se relaciona también 

con un aumento positivo en la energía de la dieta, por otro lado una dieta con poco aporte 

de nutrientes se relaciona con una reducción en el plasma de IGF-1 y de insulina, lo que 

influye directamente sobre una disminución del desarrollo folicular. Los factores de 

crecimiento pueden originarse de fuentes endocrinas o pueden ser producidos localmente 

dentro del folículo (Hunter el al., 2004). 

Lui el al. (2000), han reportado en la cerda Que la IGF·1 aumenta en los folículos 

de 2 a 8 mm. Por otro lado, se ha identificado que la IGF tiene un efecto sinérgico con la 

FSH para promover la producción de estradiol. La IGF promueve la síntesis de estradiol 

en los folículos antrales (Fortune el al., 2004). Los receptores para FSH pueden ser 

identificados sobre células de la granulosa, y las células de la teca expresan receptores 

para LH (Downing y Scaramuzzi, 1991 ). En los mamiferos, el crecimiento folicular y la 

maduración del ovocito representan un proceso de diferenciación integrado por una serie 

de complejas transformaciones morfológicas, bioquímicas y moleculares que afectan al 

ovocito y a las distintas estructuras foliculares. 

El inicio del crecimiento del folículo y del ovocito se regula aparentemente dentro 

del propio ovario sin que sean necesarios factores extragonadales (Eppig y O'Brien, 1996; 

Braw·Tal y Yossefi, 1997). Durante el crecimiento folicular existen evidencias de la acción 

de péptidos intraováricos como los factores de crecimiento, y proteínas como la activina. 

Entre los factores de crecimiento implicados en el desarrollo de los folículos preantrales 

destacan: el factor epidérmico de crecimiento (EGF por sus siglas en inglés), implicado en 

la proliferación de las células de la granulosa de los foliculos primarios y secundarios de 

porcino (Morbeck el al. , 1993) y el factor fibroblástico de crecimiento (bFGF por sus siglas 

en inglés) Que se cree media la acción de la FSH (Wandji et al., 1996) y está implicado en 

la angiogénesis, los factores de crecimiento transformacional (TGFs), estimuladores e 

inhibidores de la acción de la FSH (Roy, 1993), el factor de crecimiento del epitelio 

vascular y el factor de crecimiento nervioso. implicados en la neovascularización (Gordon 

el al., 1997) y neoinervación (Dissen el al. , 1993) durante la foliculogénesis que permitirán 
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la llegada al folículo de factores hormonales, componentes nutricionales, neuropeptídicos, 

y citoquinas, necesarios para el comienzo y mantenimiento del crecimiento folicular. En 

general se puede considerar que estos péptidos además de regular la foliculogénesis, 

presentan acciones auto y parácrinas sobre la diferenciación de las células de la 

granulosa, la formación del cuerpo lúteo y la esteroidogénesis (Baird y Smith, 1993). 

El descubrimiento de que la acción hormonal es mediada por receptores 

específicos, la cantidad y tipo de estos receptores en las células foliculares, y cómo 

cambian durante el desarrollo, explica el porqué los folículos de diferentes estadios 

pueden responder de forma diferente al mismo estímulo gonadotrópico. Sin embargo, el 

microambiente folicular influye directamente sobre los cambios en la regulación del 

crecimiento folicular (Fortune et al., 2004). 

El ovario tiene un gran reservorio de folículos primordiales que inician su 

crecimiento paulatinamente. La activación folicular puede estar controlada por el balance 

entre factores inhibitorios y estimulantes, así el inicio del crecimiento folicular puede 

depender de cambios en el balance dentro del microambiente individual de cada folículo. 

Otro ejemplo de la importancia del microambiente es la relación entre el ovocito y las 

células de la granulosa, las cuales actúan como vía para iniciar el desarrollo (Eppig, 

2001 ). 

Existe evidencia además de que este microambiente también regula la selección 

del folículo dominante. Existen dos factores producidos por el ovocito que tienen efecto 

sobre el crecimiento del folículo: factor 9 de crecimiento diferenciado (Growth 

Diferentiation Factor 9,·GDF9) y la proteína morfogénica ósea (Bone Morphogenic Prolein 

15, BMP15). Esta última es esencial para la proliferación de las células de la granulosa 

(Braw-Tal,2002). 

Durante la evolución de los foHculos desde la fase preantral a la astral, es 

necesaria la participación de la FSH y la LH así como de las hormonas esteroides 

producidas por el folículo como respuesta a las gonadotropinas (Centola, 1983). Bajo la 

influencia de la FSH, las células de I~ granulosa siguen dividiéndose, comenzando a 

acumularse el líquido folicular (Hafez y Hafez, 2002). A medida que se va acumulando 

este líquido, las células de la granulosa se desplazan hacia la pared del folículo de forma 

que el ovocito aparece situado excéntricamente y rodeado de una capa de células del 
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cúmulo que reciben el nombre de corona radiada, manteniendo el contacto con la pared 

folicular gracias a las células del cúmulo ovígero (Hafez y Hafez, 2002). 

Los factores de crecimiento también juegan un papel fundamental durante esta 

última etapa del crecimiento folicular. Entre ellos hay que destacar la familia de los IGF 

(factores de crecimiento similares a la insulina). Junto a la inhibina, los IGF potencian la 

acción diferenciadora y promotora de las gonadotropinas sobre las células de la granulosa 

y de la teca, respectivamente, además de jugar un papel fundamental en la selección de 

los folrculos dominantes (Monniaux et aJ. , 1997). 

El folículo dominante experimenta una rápida expansión de liquido antral. La 

presión osmótica coloide de ese líquido aumenta debido a la despolimerización de los 

mucopolisacáridos. Las células de la granulosa se separan y la vascularizaci6n de las 

capas tecales experimenta un gran incremento (Hafez y Hafez, 2002). En un punto 

concreto, la lámina basal adyacente a la superficie del ovario sufre una proteolisis. El 

folículo se rompe suavemente, liberando el ovocito (Hafez y Hafez, 2002). El resto de los 

foUculos malogrados en este ciclo sufren atresia en el ovario. La atresia de este tipo de 

follculos por lo común incluye un engrosamiento .y una hialinizaci6n de la lámina basal, lo 

que causa la membrana vítrea, que es una característica distintiva de los foliculos 

grandes atrésicos (Hafez y Hafez. 2000). 

Scaramuzzi et al. (1993), propusieron un modelo de crecimiento folicular que 

comprende cinco clases funcionales de folículos basados en su dependencia y 

sensibilidad a las gonadotropinas: 

1) Folículos primordiales 

Los follculos primordiales constituyen la reserva de los foliculos que no están en 

crecimiento, son pequeflos y se presentan en grandes cantidades en los ovarios. Se 

caracterizan por tener un ovocito desprovisto de una zona pelúcida pero rodeada por una 

capa aplanada de células de la pre-granulosa. 

2) Folículos comprometidos 

Son foUeulos que dejan el estado primordial de desarrollo en una secuencia 

ordenada, quedando irreversiblemente comprometidos para crecer. Antes de la formación 

del antro, los folículos crecen a una tasa muy lenta, tomándole 130 días en esta fase 
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(CahiU y Mauleon, 1980). Una vez que se forman dos o tres capas de células de la 

granulosa, las células del estroma se diferencian del estroma que les rodea. El 

crecimiento de estos folículos primarios no es dependiente de gonadotropinas, pero esta 

influido por factores aut6crinos y paracrinos (Downing y Scaramuzzi, 1991). 

3) Folículos que responden a gonadotropinas 

Después del antro, los folículos crecen a una tasa "Ienta~ , y al folículo le lleva 30 

días incrementar su tamaño de 0.2 mm a 0.7 mm. Al final de este estado la velocidad de 

crecimiento se incrementa, y le lleva al folículo 5 días aumentar su tamaño de 0.8 mm a 

2.5 mm. En esta clase de folículos ocurre la inducción de actividad de aromatasa, la cual 

es crucial en el desarrollo folicular. La actividad de aromatasa se incrementa en paralelo 

con el incremento en la sensibilidad de las células de la granulosa a la FSH (Scaramuzzi 

el al. , 1993). EI IGF-1 estimula la proliferación de las células de la granulosa y establece 

una sinergia con la FSH en la diferenciación de las células de la granulosa (Monget y 

Monniaux, 1995). Los folículos que mas responden a las gonadotropinas son los que 

tienen andrógenos en su líquido folicular y los más avanzados tienen más actividad 

aromatasa y consecuentemente tienen mas estradiol. Existe una clara relación entre el 

tamaño al cual los foUculos se hacen dependientes de gonadotropinas y el tamaño al cual 

los folículos son reclutados para ovular (Driancourt, 2001). La ventana de reclutamiento 

en ovejas dura de 36 a 48 h (Souza el aJ., 1998; Bartlewski el aJ., 1999). 

4) Folículos dependientes de gonadotropinas 

Para que un folículo progrese de un estado de respuesta a gonadotropinas, a un 

estado de dependencia de gonadotropinas, existe un absoluto requerimiento de FSH. Con 

un adecuado soporte de FSH, hay un incremento de actividad aromatasa y los folículos 

secretan mayores cantidades de estradiol. Los receptores de LH aparecen sobre las 

células de la granulosa de esta clase de folículos. Sin un adecuado soporte de FSH, la 

actividad aromatasa no se mantiene y la secreción de estradiol cae y los andrógenos se 

acumulan dentro del foUculo, llevándolo a la atresia (Scaramuzzi y Capmbell , 1990). 

Los foliculos en este estado dependiente de gonadotropinas tienen un 

requerimiento más alto de FSH que los folículos que responden a gonadotropinas y que 

los folículos ovulatorios, lo que los hace mas susceptibles a atresia (Scaramuzzi et al., 

1993). 
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5) Folículos ovulatorlos 

La tasa de crecimiento de un folículo, desde el reclutamiento hasta que alcanza el 

tamaño preovulatorio, es aproximadamente de 1 mm/día (Bartlewski et al., 1999; Evans et 

al., 2000), esta fase es considerada como de muy rápido crecimiento. La transformación 

de un foliculo dependiente de gonadotropinas a uno capaz de ovular requiere una 

concentración baja pero critica de FSH (Campbell el al., 1995). 

Los folículos ovulatorios tienen células de la granulosa con una mayor cantidad de 

receptores para LH y FSH. El incremento en el tamaño de los follculos ovulatorios se 

debe a un incremento en la cantidad de células de la granulosa y a la acumulación de 

líquido folicular en el antro (Tumbull et al., 1977). La actividad aromatasa es máxima en 

esta clase de follculos, por lo que tienen los niveles más elevados de estradiol. 

El factor crucial para que estos folículos se desarrollen a ovulatorios es su 

capacidad para sintetizar el estradiol (Baird, 1983). 

Los progestágenos pregnenolona y progesterona son precursores para la síntesis 

de androstendiona en las células de la teca. Los andrógenos entonces atraviesan la 

membrana basal del folículo. En las células de la granulosa los andrógenos son 

metabolizados a 17-p estradiol. Estimuladas por la LH, las células de la granulosa 

secretan pregnenolona, la cual puede convertirse en andrógenos por las células de la teca 

(Fortune y Ouir1<, 1988). 

El número de folículos que desarrollan de un estado a otro decrece en cada fase y 

además, muchos de los folículos se pierden con el proceso de atresia. De esta forma el 

número de folículos destinados a ovular y la cuota de follculos ovulatorios están 

estrictamente regulados. Durante el proceso de desarrollo completo, el folículo es cada 

vez más sensitivo a gonadotropinas (Webb el al. , 1999). Las fases de desarrollo folicular 

que son moduladas por las gonadotropinas ocurren de manera clclica , referida como Mlas 

oleadas de desarrollo folicular". 

En conclusión, el crecimiento y maduración folicular representan una sucesión de 

transformaciones subcelulares y moleculares de diversos componentes del foliculo: el 

ovocito, granulosa y teca. regidas por varios factores intraováricos e intrafoliculares y 

señales hormonales que conducen a la secreción de estrógenos (principalmente 

estradiol). En el crecimiento folicular intervienen la proliferación y la diferenciación 

inducidas por hormonas de células de la teca y de la granulosa. lo que finalmente causa 

un incremento en la capacidad de los folículos para producir estradiol y de reaccionar a 
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las gonadotropinas. La producción de estradiol determina cual folículo adquirirá los 

receptores LH necesarios para la ovulación y la luteínización. Las perturbaciones en la 

respuesta de la granulosa y teca a las señales gonadotrópicas interrumpen el crecimiento 

folicular e inician la atresia (Webb et al., 1999). 

2.1. Endocrinología del crecimiento folicular. 

El crecimiento, maduración, ovulación y luteinización del foliculo de Graaf 

dependen de patrones apropiados de secreción, concentraciones suficientes y 

proporciones adecuadas de FSH y LH en el suero. Entre las hormonas participantes se 

incluyen esteroides, prostaglandinas y glucoproteinas (Hafez y Hafez, 2002). La LH y FSH 

forman parte de la familia de glicoprotefnas que también incluye la TSH y las 

gonadotropinas coriónícas. Estas glicoproteinas son sintetizadas por los gonadotropos, 

una subpoblación especifica de células en la glándula pituitaria anterior. La GnRH 

estimula la síntesis y secreción de gonadotropinas. También es sabido que la síntesis y 

secreción de estas mismas es regulada por factores gonadales (Baratta el al., 2003). 

La FSH tiene una función importante en el inicio de la formación del antro. Esta 

gonadotropina estimula la mitosis de las células de la granulosa y la formación del líquido 

folicular. Además la FSH induce la sensibilidad de las células de la granulosa hacia la LH 

al incrementar el número de receptores para esta última. El incremento de receptores 

para la LH prepara la luteinización de células de la granulosa en respuesta a la oleada 

ovulatoria de LH (Hafez y Hafez, 2002). El control endocrino del desarrollo folicular es 

modulado por la circulación sanguínea. 

Se han descrito cambios importantes en la vascularización durante el crecimiento 

folicular. La vascularización en el folículo preovulatorio es muy notoria en la oveja, lo cual 

es producto de los altos niveles de estradiol producidos por el folículo. El flujo sanguineo 

en la pared del folículo pre ovulatorio empieza a declinar de 12 a 16 horas después del 

pico de LH y permanece bajo hasta la ovulación (CuPps. 1991). 

El desarrollo folicular depende de la angiogénesis, mientras que la atresia folicular 

es frecuentemente asociada con un decremento en la vascularizaciÓn. La angiogénesis es 

evidente durante la adquisición de la teca. También existe un incremento en el flujo 

sanguíneo alrededor del cuerpo lúteo, lo que se relaciona con un aumento en la 
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concentración de progesterona (Hunter el al., 2004). La actividad estereidogénica del 

foliculo también depende de la acción de la FSH y LH sobre las células de la granulosa y 

de la teca respectivamente . La proporción de andrÓQenos-estrÓQenos en el líquido 

folicular refleja la integridad fisiológica y la viabilidad del folículo. En la oveja, las células 

de la granulosa solo secretan estradiol cuando hay testosterona, en el medio de cultivo la 

secreción es mayor si se agrega FSH. Por otro lado, las células de la teca de folículos 

grandes en la vaca y oveja sintetizan testosterona (Hafez y Hafez, 2002). Existe una 

correlación de interdependencia entre la FSH y LH, Y cualquier alteración en ésta influye 

directamente sobre el reclutamiento folicular y las diferentes fases de desarrollo (Hunter et 

al.,2004 ). 

2.1.2. Ondas de desarrollo folicular. 

El desarrollo de folículos mayores sigue un proceso conocido como ~dinámica 

folicular" en el cual existe un continuo desarrollo y regresión de folículos antrales que resulta 

en el desarrollo de folículos de Graaf. 

Aparentemente, existen dos patrones diferentes de desarrollo de folículos antrales 

grandes en los mamíferos. En uno de ellos, caracterizado por especies como los roedores. 

primates y cerdos, el reclutamiento y selección ocurren únicamente durante la fase folicular, 

mientras que en el segundo, tipificado por especies como los bovinos, ovinos y equinos, el 

desarrollo de folículos no está confinado a la fase folicular sino que ocurre a través de todo el 

ciclo estral (Fortune. 1994). 

Se ha demostrado plenamente en rumiantes, que los patrones de desarrollo y atresia 

ocurren en grupos, ya sea dos o tres veces durante el ciclo estrat, en lo que ha sido llamado 

ondas foliculares (Pierson y Ginther, 1984; Quirk et al., 1986; Fortune el al., 1988; Sirois y 

Fortune, 1988; Ginther el al., 1995). El estudio de los cambios que ocurren en el ovario 

durante el ciclo estral se ha realizado a través de abordajes quirúrgicos (laparotomías o 

laparoscopias seriadas), o con materiales obtenidos en rastro (Brand y Jong, 1973; Noel el 

al. , 1993), pero la información obtenida presentaba contradicciones. Los estudios 

laparoscópicos se enfocaron a determinar folículos antrales de ~ 2 mm y visibles en la 

superficie ovárica (Duggavathi el al., 2003). En algunos trabajOS se planteaba que loS 

folículos antrales emergian desde el upool~ en que permanecían quiescentes de un modo 
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continuo, y la presencia de los folículos grandes durante la fase lútea se producia 

casualmente, alcanzando algunos foUculos un tamaño de 4 a 6 mm para luego regresar 

(Driancourt, 1991). Por el contrario, en otros estudios se sostenía que la dinámica fol icular en 

el ovino era similar a la observada en el bovino, es decir en forma de ondas de desarrollo 

(Noel et al., 1993). Esto último había sido postulado previamente por Brand y Jong (1973), 

quienes infirieron que existían dos ondas de desarrollo folicular durante el ciclo luego de 

determinar las fluctuaciones de los niveles circulantes de estradiol. Más recientemente, con 

la incorporación de la ultrasonografía transrectal como técnica repetible y no invasiva para el 

estudio de la fisiotogia ovárica en pequeños rumiantes (Ginther y Kot, 1995; Ravindra et al., 

1994; Rubianes el al., 1996; Schrik el al., 1993; Evans el al., 2000), se comenzaron a aclarar 

esos temas y en particular a tratar de evaluar si en la oveja y la cabra la dinámica folicular 

ocurría en forma similar a la descrita para el bovino: por ejemplo el crecimiento por ondas, la 

dominancia del foUculo mayor sobre los otros folículos. En los primeros estudios 

ultrasonográficos no se encontraron evidencias que sostuvieran que el desarrollo folicular en 

la oveja se presentaba en ondas (Ravindra el al., 1994; Schrick el al., 1993). 

Se han reportado algunos factores que afectan el número de ondas por ciclo. 

Durante la transición desde el anestro estacional a la estación reproductiva los cidos 

interovulatorios son más largos o más cortos que lo normal y por tanto tienen más o menos 

ondas foliculares (Ginther el al., 1995). Por su parte Gibbons el al. (1999), demostraron que 

ovejas con genes prolíficos como el Boorola tienen menos ondas foliculares y en un reciente 

trabajo se demostró una relación entre la nutrición y la dinámica folicular dado que las ovejas 

con muy buena condición corporal tienen más ondas por ciclo que las que presentan una 

condición corporal regular (Viñoles el al., 1999). 

Existe evidencia además de que hay una relación entre la FSH y la emergencia de 

las ondas foliculares , un aumento de la FSH precede la emergencia de cada onda. Esto es 

seguido por un descenso que está negativamente correlacionado con las concentraciones 

séricas de estradiol que es producido fundamentalmente por el foUculo más grande de la 

onda folicular (Baird el al., 1991). En las vacas hay generalmente 2 ó 3 ondas de 

crecimiento de folículos antrales por ciclo estral. Una característica de esto es el aumento 

en la cantidad de follculos pequeños en el ovario (6 a 9 follculos de 4 a 6 mm) y hasta 12 

mm antes de la ovulación o la regresión de los mismos. También se caracteriza por el 
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crecimiento del foUculo dominante y el posterior descenso en crecimiento de folículos 

pequeños (Duggavathi et al., 2003). 

La existencia dentro de una onda de la denominada dominancia folicular en la vaca 

se caracteriza por dos fenómenos: la divergencia en el crecimiento entre el folículo mayor y 

el segundo mayor, y una disminución del número de folículos chicos correlacionada con el 

crecimiento del folículo mayor. En los primeros estudios ultrasonograficos no fue posible 

demostrar esos indicadores en la oveja (Ravindra et al., 1994; Schrick et al., 1993), lo que 

llevó a sugerir que la dominancia era débil o no estaba presente durante la fase lútea. 

Trabajos realizados posteriormente demostraron que en la fase lútea de la oveja y de la 

cabra el fenómeno estaba presente (Viñoles el al., 1999). 

En vacas, alrededor del día 3 el futuro folículo dominante oomienza a crecer de forma 

más rápida que los otros folículos. En los días siguientes los folículos pequenos dejan de 

crecer y se vuelven atrésicos, mientras que el folículo dominante se mantiene alrededor del 

día 6. El folículo dominante pierde esta dominancia entre el día 8 y 10, lo cual antecede a 

la nueva onda folicular (Hendriksen el al. , 2004). En la ovejas se ha demostrado que existe 

esta misma dominancia y la consiguiente inhibición de los otros folículos durante la fase 

folicular. Durante la fase lútea algunos autores han reportado que el pico de dominancia 

existe, esto se basa en la observación de la disminución de los otros folículos existentes en 

el ovario. En ovejas mono-ovulares en cada oleada un fol ículo crece más que el resto de la 

población que se encontraban en el mismo diámetro, por cada oleada existe un folículo 

que oontiene más estradiol y progesterona que los demás en la misma oleada. Existe 

mayor concentración de estradiol en el líquido folicular, los foHculos restantes emergen 

después que termina el crecimien.to del foUculo dominante o su ovulación y después de un 

aumento en la concentración de FSH. Se ha visto en ovejas que ondas foliculares nuevas 

emergen en la presencia de folículos activos estereidogénicamente, de una onda previa al 

anestro. Por lo tanto, la dominancia folicular es ocasionada por una serie de factores tales 

como ciclo reproductivo, raza de la oveja y época del ano (Evans, 2003). 

El desarrollo de un folículo preovulatorio durante cada onda de desarrollo folicular se 

puede dividir en diferentes fases. El reclutamiento, proceso por el cual un grupo de 

folículos empieza a madurar en un ambiente de estímulos hipofisiarios suficientes que 

permiten su progreso hacia la ovulación (Lucy et al., 1992), se ha asociado con la entrada 

de un grupo de pequeños folículos a una fase de crecimiento acelerado hacia la potencial 
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ovulación. La selección, proceso por el cual un sólo folículo en crecimiento y desarrollo o 

varios de ellos, dependiendo de la especie, son elegidos, evitan la atresia y adquieren 

capacidad potencial de alcanzar la ovulación (lucy el aJ., 1992). la dominancia, proceso 

que permite al folículo seleccionado suprimir el crecimiento de otros folículos e inhibir el 

reclutamiento de un nuevo 9rupo de folículos. para continuar su propio desarrollo y 

alcanzar uno de los dos destinos finales: atresia u ovulación (Goodman y Hodgen, 1983; 

Ireland, 1987; lucy el al., 1992; Fortune, 1994). El folículo preovulatorio dominante de cada 

onda de folículos ováricos puede eventualmente ovular si recibe el aporte necesario de 

concentraciones circulantes de lH para inducir al ovulación, de otro modo sobreviene la 

atresia. 

2.2. Ovogénesis. 

El proceso ovogénico es largo y transcurre junto con el desarrollo del folículo 

ovárico a partir de las fases iniciales del desarrollo embrionario (Holy, 1990). la formación 

y desarrollo del gameto femenino comienza durante los estadios iniciales de la 

embriogénesis en la mayoría de los mamiferos (Baker, 1982). 

De la 5- a 6- semana del periodo embrionario del animal se produce la migración 

de las células germinales primordiales, originadas en el saco vitelina. hacia las crestas 

germinales que formarán las futuras gónadas (Baker, 1971). Una vez que estas células 

llegan al epitelio de las gónadas, experimentan mitosis. El resultado de la continua 

actividad mitótica de estas células es su transformación en ovogonias hasta que la 

migración celular se completa (Webb el aJ., 1999). las numerosas ovogonias resultantes 

poseen una morfologfa característica que incluye la presencia de enlaces interactivos con 

el resto de células germinales adyacentes y una elevada velocidad de mitosis 

(Wassarman, 1988). 

las divisiones mitóticas normalmente se completan antes del nacimiento en la 

mayoda de los mamíferos, en bovinos, esta proliferación celular se ha observado hasta 

los 7 meses y medio de gestación (Van den Hum el al., 1995). 

Tras sucesivas generaciones de ovogonias, finalmente una de ellas entra en la 

primera profase meiótica. comenzando el proceso de reducción del número de 

cromosomas a estado haploide y dando origen a los ovocitos primarios. El inicio de la 
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meiosis de las ovogonias (Alberts, 2002), ocurre gracias a una sustancia secretada por el 

mesonefros denominada ·sustancia inductora de la meiosis". 

Entre los procesos que describen la ovogénesis se encuentran los siguientes 

(Alberts, 2002) : 

a). La ovogonia entra en un periodo de crecimiento que dura aproximadamente 7 dias y 

se transforma en un ovocito de primer orden. (Alberts. 2002) 

b). El ovocito de primer orden enlra a la primera división meiótiea originando dos células, 

una grande llamada ovocilo de segundo orden y una pequeña que se denomina primer 

cuerpo polar. (Alberts, 2002) 

c). Tanto el ovocito de segundo orden como el primer cuerpo polar. entran a la segunda 

división meiótiea y originan lo siguiente (Alberts, 2002): 

• El ovadto de segundo orden forma dos células llamadas: óvulo y segundo 

cuerpo polar. 

• El primer cuerpo polar se divide en dos células llamadas: segundos cuerpos 

polares. (Alberts , 2002) 

El crecimiento del ovocito está estrechamente ligado con el desarrollo del folículo 

ovárico siguiendo dos fases. Durante la primera el crecimiento del ovocito es rápido y 

correlacionado con el del foliculo ovárico. Durante la segunda el ovocito ya no crece de 

tamaño. mientras que el folículo ovárico aumenta muy rápidamente de diámetro (Hafez y 

Halez, 2002). 

Los foUculos alcanzan su madurez a través de etapas sucesivas de desarrollo 

(primario, secundario y terciario) y madurez de los follculos de Graaf (Hafez, 1990). Según 

Gwazdausakas (2000), la primera fase es la de reclutamiento de folículos preantrales y la 

formación de follculos primarios. En el momento en el que la célula deja de multiplicarse. 

temporalmente recibe el nombre de ovocito primario. En el momento del nacimiento todas 

las células germinales son ovocitos primarios contenidos en su follculo. Los ovocitos 

primarios en los individuos jóvenes se encuentran situados en la zona cortical del ovario 

bajo la túniea albuglnea, cubiertos por una capa de células foliculares, constituyendo de 
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esta fonna el follculo primario (Holy, 1990). Los ovocitos primarios progresan hasta la 

primera profase mei6tica y quedan detenidos en el estadio de dictioteno, hasta la madurez 

sexual de la hembra. debido a la acci6n de un factor secretado por las células que rodean 

al ovocito denominado factor inhibidor de la meiosis (Channing el al., 1982). Estos 

ovocitos -detenidos· se caracterizan por exhibir un núcleo prominente, que presenta una 

configuraci6n descondensada de la cromatina transcripcionalmente activa, englobada a 

su vez por una membrana nuclear intacta. Antes de participar en el proceso de 

fertilizaci6n, el ovocito atraviesa una serie de fases de maduraci6n. 

Durante estas se produce la reducci6n de sus cromosomas a la mitad, mediante 

dos divisiones mei6ticas y la extrusi6n de un cuerpo polar (Alberts el al., 2002). Bevers et 

al. (1997), set'ialan que los ovocitos primarios crecen desde un diámetro de 1.0 a 2.4 mm 

cuando comienza la meiosis, hasta 5-12 mm. Desde este momento en adelante todos los 

ovocitos son incapaces de aumentar en número y por lo tanto, s610 pueden disminuir con 

el paso del tiempo, fen6meno que ocurre por los procesos de atresia y ovulaci6n 

(Derivaux, 1980). Los reportes de Motlike et al. (1986), sobre los estadios de crecimiento 

de los ovadtos muestran a componentes celulares como el nucleolo, el núcleo, las 

mitocondrias, los ribosomas y los gránulos corticales que experimentan cambios 

morlol6gicos importantes, ejemplo de ello es la naturaleza vacuolada fibrillo granular del 

nucleolo, que se transfonna en compacta al final de la maduraci6n. 

Todavía en la meiosis 1, el ovocito sale de la fase dictioteno (Profase 1), después el 

nucleolo deja de ser visible y la membrana de la vesicula germinal (membrana nuclear) se 

disgrega para dar lugar a la migración cromosomal, por lo que se le conoce como ruptura 

de la vesícula germinal (García, 1~66; Succione et at., 1990). De esta manera el ovocito 

inicia su maduraci6n con la ruptura de la vesícula germinal (Motlike el al., 1986). En la 

metafase de la primera divisiÓn meiótica se fonna el huso acromático, y los cromosomas 

con el material genético materno y paterno recombinados emigran hacia los polos sin un 

orden concreto (Metafase 1) (Darnell, 1993); el ovocito progresa a la anafase, donde los 

miembros de los pares de cromosomas hom61ogos se separan sin un orden 

preestablecido con los centr6meros intactos (Seaty, 1970). Debido a que en la vesícula 

germinal del ovadlo había un número cuádruple de cromátidas, ahora cada uno de los 

grupos separados tiene una cantidad doble de ADN (Flowlr y Edwards, 1973). Para 

completar la primera divisi6n meiótica, en la telofase el ovocito experimenta la división 
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celular y uno de los grupos de cromosomas es expulsado con el primer corpúsculo polar, 

mientras que el otro permanece en el ovadto primario (Gordon, 1994). La primera división 

meiótica termina en el foUculo maduro poco antes de la ovulación (Zárate, 1976). En la 

segunda división meiótica no hay una verdadera profase, ya que las células pasan 

directamente a Metafase 11 sin duplicación de ADN o formación de un núcleo (Byskov, 

1978). los cromosomas del ovocilo vuelven a formar un huso, cada uno con sus dos 

cromátidas hermanas y se alinean en la placa ecuatorial (Moor y Gandolfi, 1987). Aunque 

hay solamente un número haploide de cromosomas, hay una cantidad diploide de ADN 

porque los filamentos no se han separado todavia. En la anafase de esta segunda 

división, las cromátidas hermanas se dividen por el centrómero (Beaty, 1970) y una mitad 

de las cromátidas será expulsada con el segundo corpúsculo polar en la telofase (Flowlr y 

Edwards 1973). 

AsI, queda una dotación de cromosomas para participar en los acontecimientos de 

la fertilización (Genis, 1970). El pequeno corpúsculo polar se sitúa entre la zona pelúcida 

y la membrana vitelina del ovocito secundario (Zárate, 1976). El epitelio folicular sufre 

numerosas mitosis formándose más capas foliculares (follculos secundarios) de células 

cuboides, aumentándose así todo el diámetro folicular. Sin embargo. de la cantidad 

original de los foUculos secundarios, solo un número muy reducido siguen su desarrollo, 

transformándose en los folículos terciarios (Bevers el al., 1997). Peters y Balls (1991 ), 

mencionan que después de esto sigue la multiplicación epitelial en la zona granulosa y 

todo el foliculo aumenta su tamano, a la vez que se están formando las células epiteliales, 

se forman pequenas cavidades rellenadas con el liquido folicular, que luego se fusionan 

para dar origen a una sola cavidad folicular con su liquido folicular. Por la presión 

intrafolicular aumentada, las células granulosas se trasladan periféricamente, tapizando la 

cavidad del óvulo en una acumulación celular llamada cúmulo ovlgero (Bo el al., 1995). El 

folículo en este estado del desarrollo es el foUculo terciario, que contiene en su liquido 

distintas cantidades de estrógenos y también progestágenos que penetran de la zona 

granulosa y teca folicular interna (Monniaux et al., 1997). 

Los folículos terciarios se presentan en la supeñicie ovárica en forma de vesículas 

cavitarias de tamano de la cabeza de un alfiler. Sin embargo, la mayoría de estos folículos 

tercíarios desaparece. por el proceso de atresia folicular fisiológica . Solo un número 

determinado de foliculos terciarios sigue su desarrollo, llegando a formar un folículo de 
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Graaf, cuya maduración definitiva culmina inmediatamente antes de la ovulación (Holy, 

1990). 

Durante su desarrollo el ovocito es extremadamente activo melabóticamente, lo 

que le permite incrementar su volumen hasta 204 veces al pasar de 23 a 120 J1m. (Van 

Wezel y Rogers, 1996), lo Que sugiere que el metabolismo oxidativo se encuentra 

incrementado y es la mejor fuente de producción de energía durante el periodo de 

maduración. En el crecimiento de los ovocitos, además de acumular ovoplasma, ocurren 

una gran cantidad de cambios en la morfología y actividad de los organelos 

(especialmente mitocondrias y aparato de Golgi), la zona pelúcida se forma, la superficie y 

zona cortical del ovocito se prepara para la fertilización, y se almacena gran cantidad de 

proteínas y ARN para estados posteriores de la ovogénesis y el desarrollo embrionario 

temprano (Golsden el al., 1997). 

2.2.1. Maduración de ovocitos in vivo. 

En términos de desarrollo, un ovocito es la célula menos restringida de un animal: 

puede dar lugar a cualquier tipo celular del organismo. Sin embargo, no es ni mucho 

menos, una célula ¡ndiferenciada. Está altamente especializada para la única función de 

generar un nuevo individuo, por consiguiente, posee numerosas características únicas 

(Alberts el al., 2002). 

. Los ovocitos de mamíferos debe experimentar un proceso coordinado de 

crecimiento y diferenciación a lo largo de los distintos estadios foliculares para ser 

capaces de asumir una correcta m~duración, fertilización y desarrollo embrionario (Telfer, 

1998). La meiosis es iniciada en el ovario fetal , pero se interrumpe en el estado de 

diplotene en la profase 1. En la mayoría de los mamíferos la Meiosis I se completa 

después del pico de gonadotropinas y la subsecuente ovulación. Se condensa la 

cromatina, se rompe la vesícula germinal y se libera el primer cuerpo polar. La Meiosis II 

es detenida en la metafase, en este estado son liberados al momento de la ovulación, la 

mayoría de los ovocUos de los mamíferos. Sin embargo, existen excepciones como la 

perra y la zorra, en las cuales durante la ovulación se completa la Meiosis I (Cupps, 

1991 ). 
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En los ovocitos de bovino, como en los de ovino, es necesaria una larga fase de 

crecimiento para que éstos sean capaces de adquirir estas propiedades en respuesta al 

pico preovulatorio de gonadotropinas. El periodo entre el pico de LH y la ovulación 

constituye la fase de maduración del ovocito, donde no solo se produce la reanudación y 

progresión de la meiosis (maduración nuclear), sino que el ovocito se prepara para su 

activación, fertilización y posterior desarrollo embrionario (maduración citoplasmática). Sin 

embargo, los mecanismos implicados en esta compleja secuencia de eventos aún no son 

del todo conocidos aunque se sabe que es imprescindible una correcta comunicación 

entre el ovocito y las células foliculares durante el desarrollo del ovocito y para la 

consecución de la maduración nuclear y citoplasmática. 

De forma general , se puede decir que la maduración total del ovocito se relaciona 

con una complicada combinación de factores secretados por las células foliculares y la 

acción de las gonadotropinas (liu el al., 1997), caracterizándose desde el punto de vista 

moñológico por la expansión y mucificación de las células del cúmulus que rodean al 

ovocito (Eppig, 1979). Además de promover la expansión de las células del cúmulos, las 

gonadotropinas son también las responsables de la secreción por parte de las células 

foliculares de proteínas específicas de bajo peso molecular que regulan la maduración 

citoplasmática del ovocito mediante mecanismos aut6crinos y/o parácrinos (Uu el al., 

1997). 

Aunque la naturaleza de estos factores aún no es del todo clara, cada vez son más 

los estudios que sugieren la acción de los factores de crecimiento sobre la maduración del 

ovocito. El factor alfa transformacional de crecimiento (TGFa) y especialmente el EGF 

inducen la reanudación de la Meiosis y mejoran la MIV de los ovocitos porcinos (Reed el 

al., 1993; Ding y Foxcroft, 1994; Singh et al., 1997), interaccionando con la acción de las 

gonadotropinas, especialmente la FSH, que posee un potente efecto estimulador de la 

maduración del ovocito. La base hormonal de la maduración del ovocito y de la ovulación 

depende de la segregación de mediador secundario secretado por las hormonas 

gonadotrópicas, que actúa sobre el ovocito iniciando la maduración. Estos mediadores se 

unen a los receptores de supertlcie de la membrana plasmática del ovocilo e inducen la 

maduración, probablemente a través de un aumento de la concentración de Ca2'+ libre 

dentro del ovocito, a causa de la liberación de Ca2'+ procedente de la reserva interna 

(Alberts el el., 2002). 
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Por lo tanto, in vivo, el ovocito está expuesto a concentraciones variables de 

gonadotropinas, esteroides (progesterona y estradiol), factores de crecimiento y otras 

moléculas desconocidas, que pueden interactuar entre si, regulando los cambios 

maduracionales que afectan al ovocito y a las células del cúmulus durante el periodo 

periovulatorio (Singh el al.. 1993). 

Un factor que ayuda a este crecimiento estriba en que los ovocitos de muchas 

especies retrasan el final de la meiosis hasta el final de su maduración, de modo que 

contienen el conjunto diploide de cromosomas por duplicado durante la mayor parte de su 

periodo de crecimiento. Por consiguiente, disponen de más ADN para la síntesis de ARN 

que una célula somática media. Al conservar las copias materna y paterna de cada gen, 

los ovocitos evitan el riesgo por las mutaciones letales recesivas en uno de los dos 

conjuntos paternos de cromosomas. Si los ovocitos tuvieran que sobrevivir en estado 

haploide durante largo tiempo, con una sola copia de cada gen, este riesgo seria elevado 

ya que la mayorla de individuos presenta algunas mutaciones letales recesivas (Alberts el 

al .• 2002). 

Durante la fase de crecimiento los ovocitos incrementan la sintesis y acumulación 

de proteínas y ARN, ribosómico y heterogéneo (Crozet el al., 1981), que le permitirán ir 

adquiriendo progresivamente la capacidad de reanudar la Meiosis, hecho que se ha 

demostrado en la mayoría de especies (ratón: Sorensen y Wassarman, 1976; cerdo: 

Motlike el al., 1984; vaca: Fair el al., 1995 y cabra: De Smedt el al., 1994). Una vez que 

ha finalizado su crecimiento, los ovOOtos están preparados para reanudar la meiosis 

como respuesta al pico preovulatorio de gonadotropinas. la maduración nuclear del 

ovocito integra la capacidad de desaparición de la vesícula germinal, progresión a 

metafase 1, expulsión del primer corpúsculo polar y detención en metafase 11 (Sorensen y 

Wassarman, 1976; Motlik el al. , 1984). Sin embargo, la capacidad de reanudar la meiosis 

no implica necesariamente completar la primera división meiótica y progresar a metafase 

11 , ya que la mayorla de los ovocitos obtenidos de folículos antrales pequenos no son 

capaces de progresar más allá de metafase 1 (Sorensen y Wassarman, 1976; De Smetd 

el al., 1994). Por tanto, la capacidad de completar la maduración nuclear se adquiere al 

menos en dos pasos: en primer lugar, los ovocitos son capaces de reanudar la meiosis, 

sufrir la desaparición de la vesícula germinal y llegar a metafase 1 y, en segundo lugar, los 

ovocitos son capaces de alcanzar el estadio de metafase 11 (Moor el al., 1990; Eppig, 
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1996). Los ovacUos en crecimiento no son capaces de reanudar la meiosis y por lo tanto 

no se desarrollan cuando se maduran in vitro (Sorensen y Wassarman, 1976; McGaughey 

el al., 1979; Motlik el al., 1984; Petr el al. , 1996b). Se ha sugerido que la limitada 

capacidad de desarrollo que muestran los ovocitos en crecimiento se debe a la ausencia, 

o si existe a la inhibición, del Factor Promotor de la Meiosis (MPF) (Christmann el al., 

1994). Su activación se produce gracias a una serie de desfosforilaciones acontecidas en 

el momento de la desaparición de la vesícula germinal (Colernan y Dunphy, 1994; 

Whitaker, 1996). Aunque la forma activa de MPF se necesita en todas las células 

eucariotas, la forma inactiva no se acumula en los ovocitos en crecimiento pertenecientes 

a las distintas especies. Una vez que se reanuda la meiosis tras el pico preovulatorio de 

LH, se inicia una fase de diferenciación intracelular que va a conferir al ovoclto su 

capacidad de fertilización y desarrollo embrionario (Thibault el al., 1987; Hyttel el al., 

1997), siendo imprescindible para ello una correcta interacción entre el ovocito y las 

células foliculares. Durante este periodo de maduración citoplasmática, gran cantidad del 

ARNm acumulado durante la fase de crecimiento será utilizado en la síntesis de proteinas 

esenciales como el factor promotor del crecimiento del pronúcleo masculino (Thibault y 

Gerard, 1973), necesario para la descondensación espermática y formación del pronúcleo 

masculino (Moor el 81,,1990) , así como en proteínas necesarias durante el proceso de la 

fertilización y el desarrollo embrionario (Eppig, 1996; Singh el al. , 1997). Además durante 

este periodo se produce una reestructuración citoplasmática de las mitocondrias y de los 

granulas corticales. Mientras que las mitocondrias se reúnen alrededor del núcleo 

(Thibault el al. , 1987), los gránulos corticales migran hacia la periferia del ovoplasma, 

formando un estrato por debajo de la membrana celular al final de la maduración (Cran y 

Cheng, 1986), que jugará un papel fundamental en la instauración del bloqueo a la 

poliespermia. 

2.2.2. Factores implicados en la detención meiótica. 

Desde hace más de 50 años se sabe de la maduración espontánea que sufren los 

ovocitos al ser liberados de sus foliculos . Esta reanudación indica que la detención 

meiótica in vivo puede ser debida al efecto inhibitorio ejercido por algún(os) 

componente(s) secretado(s) por las células foliculares . Se han propuesto dos posibles 

mecanismos mediante los cuales las células de la granulosa podrían mantener la 
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detención meiótica. Primero, el factor(es) es transmitido al ovocito a través de las 

numerosas uniones intercelulares que conectan las células de la granulosa y del cúmulo 

con el citoplasma) del ovocito (Leibfried y First, 1980; Kotsuji et al., 1994) y segundo, el 

factor(es) podría transmitirse al ovocíto medíante su secreción allíquído folicular (Tsafriri 

et al .. 1982). 

Este factor. caracterizado inicialmente como una proteína, ha sido hallado en el 

líquido folicular porcino, bovino y humano, siendo secretado posiblemente por las células 

de la granulosa, ya que el co-cultivo de los ovocitos con estas células o con sus extractos 

inhibe la desaparición de la vesícula germinal (Leibfried-Rutledge el a/ .• 1989). 

La eficacia del líquido folicular como supresor de la meiosis depende del desarrollo 

folicular, ya que a medida que se incrementa el diámetro folicular, disminuyen las 

concentraciones de este factor (Guraya, 1985). 

Aunque en general se considera a este factor como el regulador meiótico 

universal, existen diferencias entre especies con respecto a la participación de otros 

elementos en el control de la maduración meiótica. Asr, se ha supuesto la participación de 

moléculas específicas del líquido folicular tales como esteroides (Racowsky, 1993), ácidos 

grasos (Horna y Brown, 1992) y las bases purínicas, hipoxantina y adenosina (Eppig et al .. 

1985; Oowns, 1993), que podrían actuar sinérgicamente con el AMPc en el mantenimiento 

de la detención mei6tica. 

2.2.3. Factores implícados en la reanudación de la meiosis. 

La reanudación .de la meiosis in vivo ocurre como respuesta al pico preovulatorio 

de gonadotrapinas. Estas hormana.s son las responsables de la expansión y mucificación 

de las células del cúmulus (Eppig, 1982; Motlike el al., 1986). Si el AMPc promueve la 

detención rneiótica sus niveles deberían descender como repuesta a la disminución del 

intercambio celular (Oowns, 1993), o bien debe existir un estimulo positivo para que se 

reanude la meiosis. Estudios recientes (Byskov et al., 1997) realizados con roedores han 

comprobado que es la FSH y no la LH la hormona encargada de inducir la secreción, por 

parte de las células del cúmulus, de una sustancia difusible y estable al calor analizada 

como un esterol y denominada MAS (Meiosis Activating Sterols), que mediante un 

mecanismo parácrino activa la reanudación de la meiosis. Esta sustancia también se ha 

evidenciado en el fluido folicular porcino y equino solamente antes del pico preovulatorio 
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de gonadotropinas, por lo que se sugiere que podría jugar un papel fisiológico en la 

maduración del ovocito (Baltsen elal., 1997). 

3. Fertilización 

Una vez liberados, tanto el óvulo como el espermatozoide están destinados a 

morir en cuestión de pocas horas, a menos que se encuentren y se fusionen en el 

proceso de fertilización. A través de la fertilización, el óvulo y el espermatozoide se 

salvan: el óvulo se activa iniciando su programa de desarrollo, y los núcleos de los dos 

gametos se fusionan completando el proceso reproductivo sexual (Alberts et al. , 2002). 

El espermatozoide tiene patrones de motilidad sorprendentes que cambian 

constantemente para así fusionarse y activar al óvulo (Hafez y Hafez, 2002). Los óvulos y 

los espermatozoides están especializados en la fusión, pero es importante que se 

fusionen entre sí y no con otras células del organismo. Ambos utilizan mecanismos 

especiales para asegurar la fusión especifica, el óvulo solo puede fusionarse con un 

espermatozoide porque su superficie de fusión la membrana plasmática está cubierta con 

una capa de matriz extracelular especializada, la membrana vitelina o zona pelúcida, 

según la especie, a través de la que solo puede pasar un espermatozoide de la misma 

especie (Cupps, 1991). 

La fertilización de los mamíferos es el resultado de una gran cantidad de cambios 

moleculares, particularmente el espermatozoide es capacitado para reconocer un receptor 

en la cubierta del óvulo (zona pelúcida). La fertilización como ya se ha mencionado es un 

proceso complejo, en el cual el espermatozoide es sometido a una gran cantidad de 

cambios funcionales y de desarrollo, el primero inicia durante su desarrollo en el testículo 

(espermatogénesis), el segundo ' es la maduración en el epidídimo, el tercero la 

capacitación en el tracto femenino (Tulsiani et al., 1998), los cuales serán descritos a 

continuación. 

3.1. Maduración del espermatozoide. 

Los espermatozoides requieren cambios que ocurren durante el proceso de 

maduración a su paso por epidídimo, éste tarda 10 a 15 días; después de lo cual es 

posible la fertilización. Son liberados desde las células de Sertolli dentro de los fluidos 

secretados por estas mismas células. Durante el recorrido de los espermatozoides, pasan 

por la rete testis y empiezan sus cambios en composición de iones y moléculas pequeñas, 
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probablemente por equilibrio disfuncional a través de las paredes de los tübulos. después 

pasan a los conductos eferentes para terminar en el epidídimo (Jonhson y Everitt. 1996). 

Los cambios en la maduración de los gametos masculinos dependen de las 

secreciones del epididimo y del tiempo de transporte. esenciales para que el 

espermatozoide pueda fecundar al óvulo (Hafez y Hafez. 2002). La fase de maduración 

comprende la transformación final de las espermatidas alargadas en células que seran 

liberadas en la luz del tubulo seminífero. La remodelación del núcleo y del acrosoma 

produce espermatozoides caracteristicos de cada especie (Knobil y Neill . 1994). 

Para lograr ser fértil y poder fusionarse al gameto femenino. el espermatozoide 

experimenta varias secuencias de cambios en su maduración, algunas conocidas y otras 

desconocidas, incluyendo la capacitación y la reacción del acrosoma (Hafez y Hafez, 

2002) . 

La capacitación fue descrita por primera vez por Austin (1951) y Chang (1951 ), es 

un proceso que involucra complejas reacciones bioqulmicas y fisiológicas. Se cree que el 

estado rñicial de capacitación incluye la alteración de componentes derivados de los 

tubulos seminíferos, epididimo, conductos deferentes y plasma seminal, los cuales son 

absorbidos por la membrana plasmática (Gordon, 1994). 

La capacitación es un proceso inducido por secreciones del tracto genital femenino. 

El mecanismo de la capacitación parece implicar una alteración de la composición lipídica 

de la membrana plasmatica del espermatozoide. Los espermatozoides capacitados se 

unen específicamente a una glucoproteína principal de la zona pelúcída, que según se 

cree, desencadena la reacción acrosómica del espermatozoide. liberando el contenido de 

la veslcula acrosómica ·en las inmediaciones del óvulo. Entre las moléculas liberadas se 

cuentan enzimas hidroliticas. que ayudan al espermatozoide a penetrar en la zona 

pelücida y por consiguiente a tener acceso a la membrana plasmática del óvulo, con la 

que entonces se puede fusionar (Alberts et al., 2002). 

Entre las enzimas hidroliticas secretadas. como la arylsulfatasa, B-glucorinodasa, N

acetilglucosaminidasa y la hialurinadasa y tal vez algunas proteasas, contribuyen en el 

proceso de dispersión del cúmulo (Tulsiani et al., 1998). Estas enzimas liberadas del 

acrosoma facilitan el paso del espermatozoide a través del cúmulo ovigero y la 

penetración de la zona pelúcida (Gordon, 1994). 

Dentro de los cambios que ocurren durante la capacitación se pueden incluir: 

agotamiento del colesterol en la superficie del espermatozoide, modificación de 
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glucosamicoglucanos. y cambios iónicos a medida que el gameto masculino avanza por el 

aparato reproductor femenino. La capacitación causa cambios acrosomales necesarios 

para que el espermatozoide penetre en las estructuras del óvulo. Entonces la capacitación 

funciona para impedir la activación acrosomal prematura, retardándola hasta que los 

espermatozoides llegan al sitio de la fertilización y entran en contacto con el óvulo (Hafez 

y Hafez, 2002). 

En los mamiferos, la región ecuatorial (post-acrosómica) de la membrana plasmática 

de la cabeza del espermatozoide es la que se fusiona con el óvulo. Esta membrana que 

normalmente permanece secuestrada dentro del espermatozoide. únicamente queda al 

descubierto en su superficie cuando se fusiona con la membrana plasmática del 

espermatozoide en el momento de la reacción acrosÓmica. El extremo está revestido por 

el contenido segregado de la vesícula acrosómica. incluidas las proteínas especificas que 

mediante su fijación a la membrana vitelina y los enzimas hidrolíticos que luego le 

permiten atravesar esta capa y llegar hasta la membrana plasmática del óvulo. En este 

momento. la membrana de la punta de la prolongación acrosómica se fusiona con la 

membrana del óvulo, permitiendo que el nucleo del espermatozoide penetre en el ovocito 

(Knobil y Neill , 1994). 

El desencadenante de la reacción acrosómica en el espermatozoide del erizo de 

mar es un componente polisacárido de la cubierta gelatinosa del óvulo; este polisacárido 

actúa induciendo una entrada de Ca2• en la cabeza del espermatozoide. lo que inicia la 

liberación por exocitosis de la vesicula acrosómica. Al mismo tiempo, la entrada de Ca2
• 

induce una salida de H· en intercambio por Na·, el aumento resultante en el pH en la 

cabeza del espermatozoide inicia la formación de la prolongación acrosómica, 

estimulando la polimeración explosiva de la actina (Alberts et al., 2002). 

En resumen, los cambios que ocurren durante la capacitación son (Alberts. 2002) 

Modificación o eliminación de los componentes de la supeñicie del espermatozoide 

(por las secreciones genitales), lo que hace que la doble capa de fosfolípidos se 

desestabilice y se permite la activación del acrosoma. Estos cambios incluyen: 

1. Disminución del colesterol en la superficie del espermatozoide. 

2. Alteración en los glucosaminoglicanos (GAG's), por ej. Heparina. 

3. Cambios en los iones (por ej. Ca2*) a medida que el espermatozoide atraviesa el 

aparato genital. 
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La capacitación es reversible en presencia de liquido seminal (factor 

descapacitante). El tiempo de capacitación varia según la especie: 

Humano = 7 horas, Ovino = 1.5 horas (Gordon, 1994). 

Los espermatozoides de mamífero contienen en sus membranas plasmáticas unas 

moléculas que se unen directamente a una glucoproteina especifica de la zona pelúcida 

del óvulo, se sabe que en la zona pelúcida se encuentran receptores a los 

espermatozoides, constituidos principalmente por la glucoproteína lP3 y proteínas 

complementarias ligadas, que se encuentran en la membrana plasmática del 

espermatozoide (Scolt y Hope, 2003). 

La zona petúcida en el ratón, la rata y muchas otras especies está compuesta por 

3 glicoproteínas denominadas lP1, l P2, ZP3, en el cerdo se sabe que existen más de 4 

diferentes. Estas glicoproteínas son secretadas durante la ovogénesis, poseen 

especificidad de especie, además de que inducen la reacción acrosomal, bloquean la 

potiespermia y protegen del desarrollo del embrión desde la fertilización a la implantación 

(Tulsiani et al., 1998). La unión de la cabeza del espermatozoide a la lP3 permite que 

ocurran interacciones con otros componentes de la zona, en especial con la membrana 

perivitelina (Talbot et al., 2003). Es posible que la membrana vitelina tenga menos 

especificidad que la zona pelúcida para atraer espermatozoides heterólogos, sin embargo, 

es evidente cierto grado de selectividad, la membrana vitelina está cubierta de 

microvellosidades densas, excepto por un área elevada adyacente a la superficie, por 

donde será expulsado el segundo cuerpo polar después de la fertilización (Hafez y Hafez, 

2002). 

Cuando se da la fusión de membranas, el óvulo realiza su -activación- y se reanuda la 

meiosis, la cual estaba detenida en la metatase 2. Enlonces se forma una célula diploide 

llamada cigoto (Alberts et al., 2002). El espermatozoide que se fusiona en la zona con el 

acrosoma intacto puede enlazarse a los receptores presentes en la zona pelúcida (ZP3), 

esto induce la reacción acrosomal (Jonhson y Everitt, 1996). Dentro de los cambios que 

ocurren durante la fusión , se incluye el reconocimiento del óvulo a una proteína de la 

membrana acrosomal interna, la liberación de calcio del retículo endoplásmico, el 

espermatozoide libera un factor que eleva la concentración de calcio, esta elevación 

provoca la liberación del contenido enzimático de los gránulos corticales, los cuales 

destruyen los sitios de reconocimiento en ZP2 y 2P3 para evitar la poliespermia (Talbot et 

al., 2003). Los cromosomas haploides maternos restantes son rodeados entonces por un 
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pronúcleo. Se forman los pronúcleos masculino y femenino, los cuales emigran al centro 

del óvulo (Hafez y Hafez, 2002). La unión de un espermatozoide a la superficie del óvulo 

induce a este a aumentar su metabolismo y a empezar la síntesis de ADN y la 

segmentación. Aunque se desconoce el mecanismo de activación, es evidente que el 

espermatozoide únicamente actúa desencadenando un programa preestablecido en el 

ovulo (Atberts el al., 2002). En conclusión, los espermatozoides y los óvulos se fusionan 

en el proceso de fertilización . El contacto con la cubierta del ovocito induce al 

espermatozoide a sufrir la reacción acrosomal, algunas de las proteinas liberadas ayudan 

a los espermatozoides a abrirse camino a través de la cubierta del ovocUo, de modo que 

la membrana plasmática del espermatozoide se pueda fusionar con la membrana 

plasmática det ovocito. En muchos ovocitos, hay dos procesos que impiden la penetración 

de otros espermatozoides: 

[lUna rápida despolarización de la membrana plasmática del ovocito impide la 

fusión de esta membrana con otros espermatozoides, proporcionando por tanto un 

bloqueo rápido pero transitorio de la poliespermia. 

o Una entrada de Ca2
• libre en el cilosol activa los gránulos corticales, que liberan 

entonces su contenido. Esta reacción cortical altera de tal modo la cubierta del ovocito, 

que los espermatozoides ya no pueden unirse al ovocito ni penetrar en él, por lo cual este 

proceso representa un bloqueo tardío pero prolongado de la poliespermia. La entrada de 

Ca2
• en el citosol del ovocito provocada por el espermatozoide, también activa al ovocito, 

que entonces empieza su programa de desarrollo (Gilbert, 2000). 

En la mayoría de las especies los ovocitos que no son fertilizados no se activan y el 

huso metafásico se desintegra; sin embargo en algunos ovocitos, cuando envejecen 

puede haber una activación espontánea. En algunas especies de mamiferos la activación 

de los ovocitos puede lograrse mediante la estimulación eléctrica o mecánica y dividirse 

por partenogénesis sin la participación del espermatozoide, llevando a cabo las primeras 

divisiones embrionarias antes de que perezcan (Austin y Short, 1982; Gilbert, 2000). 
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3.2. Segmentación 

Después de la etapa de cigoto, los embriones experimentan varias divisiones 

mitóticas. El cigoto, o etapa de una célula , es bastante grande y tiene baja proporaón 

núcleolcitoplasmática. Para lograr una proporción similar a la de las células somáticas 

experimenta divisiones celulares sin aumentar la masa celular (Jonhson y EveriU, 1996). A 

este proceso se le denomina segmentación, el crecimiento durante este periodo puede 

considerarse negativo, puesto que la masa disminuye 20% en la vaca, y 40% en la oveja. 

Sin embargo, los núcleos aumentan de tamaño y en los cromosomas se conserva una 

cantidad apropiada de ácido nucléico (Hafez y Hafez, 2002). La segmentación del cigoto o 

huevo consiste en la división vertical a lo largo del eje principal, desde el polo animal (sitio 

de extrusión del cuerpo polar) hasta el polo vegetal (zona de la reserva del vitelo). Con 

frecuencia el surco de segmentación atraviesa la zona donde residen los pronúcleos al 

inicio de la singamia. Las células hijas resultantes son llamadas blastómeros (Knobil y 

Neill, 1994). Existe una marcada asincronía en el desarrollo temprano de las células, el 

desarrollo normalmente es de 2, 4, 8 células, pero es común encontrar un número de 

células impares (Gilbert, 2000). Inicialmente, las células del embrión no solo están unidas 

mecánicamente, sino también acopladas por medio de uniones tipo hendidura a través de 

las que pueden pasar iones y otras moléculas pequeñas (Alberts st al., 2002). En el plano 

de la segunda división también es vertical, y pasa por el eje principal, pero en ángulo recto 

con el plano de división inicial produciendo cuatro blastómeros. La tercera división ocurre 

aproximadamente en ángulo recto respecto a la segunda, y da por resultado ocho 

blastómeros. Esta secuencia de duplicaciones continúa durante el resto del periodo de 

segmentación temprana (Hafez y Hafez, 2002). Las segmentaciones iniciales suelen 

ocurrir simultáneamente en todos los blastómeros, pero la sincronización se pierde 

inevitablemente y los blastómeros comienzan a dividirse de manera independiente unos 

de otros. Las segmentaciones son siempre mitóticas y por ello cada célula hija 

(blast6mero) recibe el juego completo de cromosomas (Cupps, 1991). En la coneja, en las 

etapas de dos a ocho células hay blastómeros totipotentes (totipotenciales), es decir, 

plenamente capaces de dar origen a un embrión intacto. La totípotencia de blastómeros 

de oveja se mantiene hasta la etapa de ocho células. En los embriones de cuatro células 

no más de tres de los cuatro blastómeros son totipotentes y en los de ocho células, no 

más de uno de los ochos presenta esta particularidad (Hafez y Hafez, 2002). Cuando se 

encuentran en el estadio de ocho células, el embrión se divide para producir una mórula 
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temprana o de 16 células. La mórula consiste en un pequeño grupo de células internas 

rodeadas por una gran cantidad de células externas (Gilbert, 2000). Sin embargo, 

después de este momento, parece ser que los blastómeros se diferencian conforme a su 

posición en la mórula. Mientras los blastómeros están encerrados en la zona pelúcida, 

deben acomodarse en ese espacio limitado. Una vez que el embrión ha formado 9 a 16 

blastómeros, yen algunos casos más, se denomina mórula, debido a su parecido con una 

mora. Es posible que durante la segregación de las células internas y externas en el 

embrión de 16 células, estas se aplanan entre sí para formar un embrión redondo y los 

componentes celulares internos, además, las microvellosidades superficiales se disponen 

asimétricamente en un proceso que recibe el nombre de polarización. A partir de las 16 

células, en la mayoría de las especies inicia un cambio en su morfolog ía iniciando el 

proceso de compactación (Jonhson y Everit!, 1996). Los procesos combinados de 

aplastamiento de los blaslómeros y polarización se conocen como compactación (Hafez y 

Hafez, 2002). Inicialmente la mórula no tiene una cavidad interna, pero durante un 

proceso denominado cavilación, las células del trofoblasto secretan fluidos dentro de la 

mórula para crear el blastocele (Gilbert, 2000). El proceso inicial se da en la 

compactación, con la formación de uniones intercelulares estrechas de la mórula, lo que 

antecede a la acumulación del líquido dentro de la cavidad central, formando el 

blastocele. La diferenciación de dos poblaciones celulares distintas ocurre después de la 

formación del blastocisto. En la mayoría de las especies existen diferencias en la forma 

del blastocisto, pero en todas las espeCies éste contiene dos tipos de células: las células 

del trofoectodermo que rodean a la cavidad blastocelica conteniendo fluido blastocelico 

(Johnson y Everit!, 1996), La mayor parte de las células forman la capa cuboide periférica 

externa denominado trofoblasto ' o trofoectodermo, que está cubierta por densas 

microvellosidades y participa en la captación selectiva de nutrimentos (Hafez y Hafez 

2002). Durante el desarrollo, desde la fertilización hasta llegar a la etapa de blastocitos, el 

embrión permanece encerrado dentro de la zona pelücida, lo que previene que la 

implantación sé de antes de que se complete la compactación (Jonhson y Everitt, 1996). 

En una fase posterior del desarrollo, el trofoblasto dará origen al corion. 

El segundo grupo de células que se encuentran en un polo bajo el trofoblasto, es el 

embrioblasto o masa de células internas, que en el proceso de gastrulación se convertirá 

en las tres capas germinales principales del embrión: ectodermo, mesodermo y 

endodermo (CuPps. 1991). 
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4. Obtención de ovocitos. 

Los ovarios contienen un elevado número de foliculos que se encuentran en 

diferentes estados de desarrollo (primordiales, en crecimiento, atrésicos) de los cuales, 

solamente una pequeña proporción va a ser utilizada durante la vida reproductiva del 

animal. Una gran cantidad de ovocitos de buena calidad pueden obtenerse de los ovarios. 

En bovinos. la producción de embriones ha progresado rápidamente durante los últimos 

años. pero en los ovinos el avance ha sido muy limitado, debido a su estacionalidad (Wani 

el al., 2000). 

La recolección de ovocitos permite recuperar y aprovechar foliculos no ovula torios 

(que bajo condiciones fisiológicas se convertirían en (oUculos atrésicos), con el fin de 

aprovechar el máximo potencial genético de una donadora por procedimientos in vitro 

(Baldassarre et al., 1996). 

Se pueden obtener ovocitos por aspiración de folículos visibles o mediante el 

método de corte de la superficie e interior del ovario. Según Vanderheede (2000), los 

ovocitos utilizados en FIV eran obtenidos de ovarios de vacas y ovejas sacrificadas en los 

rastros y transportados al un laboratorio, todos los folículos visibles en la superficie del 

ovario se puncionaban y los ovocitos de buena calidad eran colectados y madurados. 

Para obtener ovocitos a partir de los foUeulos pueden utilizarse distintas tecnicas, 

que dan distinto número de ovocitos. de una calidad distinta y que requieren un tiempo 

también distinto. No obstante, en general se puede concluir que, con el corte se obtiene 

un mayor número de ovocitos. aunque su competencia es menor puesto que se tienen 

ovocitos procedentes tanto de foliculos con el tamaño apropiado, como de (oticulos muy 

pequeños. Con la disección se obtienen mayor cantidad de ovocitos. y de mejor calidad. 

aunque resulta una técnica que consume más tiempo. Por último queda la aspiración. 

cuyos resultados pueden verse alterados en función del tipo de aguja utilizada. la presión 

utilizada para la aspiración y el rango de diámetros foliculares elegido. teniendo en cuenta 

que aspirando folículos pequeños puede incrementarse la tasa de recuperación (Seneda. 

2001). La disección del (ollculo y ruptura consecuente fueron descritas por Staigmiller y 

Moar (1984), ésta es una de las técnicas de obtención de ovocitos de mayor aplicación en 

ovejas debido al tamaño del ovario, generalmente menor sobre todo en animales 

prepúberes. Una desventaja de este método es la dificil identificación de folículos 
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atrésicos. Existen muchas investigaciones que comparan la aspiración con la disección en 

bovinos (Bottcher el al. , 1989; Lonergan, 1990; Vergas, 1990; Jiang el al., 1991) y en 

ovejas (Wahid el al., 1992; Wani el al., 2000). En estos trabajos se encontró que es mayor 

el porcentaje de colección con el método de disección, que con la aspiración. La menor 

cantidad de ovocitos obtenidos por aspiración puede ser atribuida a la presencia de 

algunos folículos dentro de la corteza, los cuales solamente pueden ser obtenidos 

mediante corte o disección del ovario (Wani el al., 2000). 

En el caso del corte, uno de los primeros trabajos reportados fue en bovinos por 

Suss y Madison (1983), quienes reportaron un porcentaje de recuperación de 20 a 30 

folículos por ovario. Carolan el al. (1993, 1994), reportan trabajos con bovinos y ovinos. 

Xu el al. (1992), reportan Que los promedios de producción fueron de 55 por animal en 

ambas especies. Kay y Frylinck (1992), reportan mayor cantidad de ovocitos obtenidos 

por corte que por aspiración. Los ovarios de vacas sacrificadas son un recurso accesible 

para fines de investigación, pero estos ovocitos generalmente no son de animales 

genéticamente valiosos, son derivados de follculos en los cuales no se puede determinar 

su estado y obviamente la operación no puede ser repetida (Brogliatti, 1996). Sin 

embargo, estos constituyen el recurso más económico y abundante de ovocitos primarios 

para la producción en gran escala de embriones a través de procedimientos de MIV y FIV 

(Wani et at., 2000). 

En ovinos se han utilizado diferentes protocolos de recolección, incluyendo 

diferentes tipos de aspiración con diferentes diametros de agujas, pero los resultados han 

sido similares (Wani el al.,1999). La recolección de ovocitos proveniente de animales 

vivos (animales jóvenes, vacas productoras de leche. vacas de carne, borregas) permiten 

incrementar el numero de embriones potenciales y de temeros producidos por 

donadora/año por procedimientos in vitre. Ademas, permite la disminución del intervalo 

generacional y establecer esquemas Que permitan incrementar la eficiencia de producción 

de carne por inducción de preñeces gemelares (Baldassarre el al., 1996). En animales 

vivos. la recolección de ovocitos se puede realizar por laparoscopla. laparotomia y 

aspiración transvaginal guiada por ultrasonido. 

El desarrollo de la laparoscopia ha permitido avances en el diagnóstico y manejo 

de la fertilidad para incrementar la producción animal. Se ha utilizado para desarrollar la 

industria de transferencia en aquellas especies o grupos de edades en donde no es facil 

realizar la manipulación del tracto reproductivo por via rectal durante la recuperación de 
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ovocitos ylo transferencia de embriones. Dentro de las ventajas que ofrece la 

laparoscopía se encuentra el bajo costo del equipo, la obtención de una imagen dara y un 

mejor control de problemas de recuperación post-quirúrgico del ovario (Baldassarre et al., 

1996). La laparoscopia ofrece el aprovechamiento quirúrgico para la colección repetida de 

ovocitos en el ganado (Brogliatti, 1996). 

En ovinos, después de los primeros estudios realizados por Zinder y Nellor de 

Colecciones repetidas in vivo por aspiración de fol lculos usando técnicas de laparoscopia 

se ha encontrado que los porcentajes de obtención son muy eficientes (Citado por 

Berlinguer et al., 2004). Utilizando ovarios de rastro, puede hacerse una selección de los 

mismos previo a su procesamiento, puesto que en base a una serie de parámetros 

foliculares se puede determinar en cierta medida la competencia de los ovocitos. No 

obstante, hay que tener presente que al puncionar varios foliculos, se obtienen ovocitos 

procedentes de foliculos en varios estados, y a pesar de tratar de hacer algún tipo de 

selección que los homogenice, es difícil conseguir una población de ovocitos homogénea 

puesto que en muchas ocasiones se incluirán ovocitos no competentes. Esto va a resultar 

en una disminución en los resultados (Merton et al., 2003). Por supuesto el tamai'io del 

folículo del cual proceden es sumamente importante. Varios autores mencionan que 

aquellos ovocitos procedentes de folículos pequei'ios son menos competentes que 

aquellos que proceden de folículos de 2 a 6 mm (Raghu et al., 2002). 

De cualquier forma, se ha dicho que los ovocitos procedentes de foliculos más 

interiores, debido al desarrollo folicular, tienen un menor diámetro y por lo tanto serian 

menos competentes y tendrlan una menor viabilidad para desarrollarse frente a los 

follculos más corticales. Una vez obtenido el contenido folicular, hay que seleccionar los 

ovocitos que se van a utilizar para la maduración. 

Considerando ciertas caracteristicas de dichos ovocitos podemos en parte 

garantizar su competencia para la maduración. Por lo general, se seleccionan ovocitos 

con varias capas de células del cúmulo, frente a aquellos ovocitos parcial o 

completamente denudados y con un citoplasma homogéneamente granulado. La 

valoración de los ovocitos se realiza con base en su apariencia citoplasmática y el número 

de capas de células foliculares que lo rodean. clasificándolos en cuatro categorías: 
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1 o Calidad Excelente: Corresponde aquellos ovocitos esféricos y simétricos; de 

talla, color y textura uniforme; rodeados de tres a cinco capas completas de células del 

cúmulo: COmplejo Ovocito-Células del Cúmulo completo (COC). 

2 o Calidad Buena: Ovocitos esféricos y simétricos; talla , color y textura uniforme, 

pero con perdida parcial de las capas del cúmulo (COe incompleto). 

3 o Calidad Regular: Ovocitos esféricos y simétricos; de talla , color y textura 

uniforme, pero 5610 con el recubrimiento de la corona radiada. 

4 o Calidad Mala: COC totalmente degenerado u ovocitos totalmente desnudos 

(De Loas et al., 1989; Baldasarre el al., 1994; Wani el al. , 1999; 2000). 

Selección de COCo 

Una vez obtenido el contenido folicular hay que seleccionar los ovocitos que se van 

a utilizar para la maduración. Al observar ciertas características de dichos ovocitos se 

seleccionan los más aptos para la maduración. En general, se trata de seleccionar 

aquellos con varias capas de células del cúmulo con un citoplasma homogéneo. Las 

células del cúmulo son importantes en la maduración ya que hay una estrecha relación 

entre estas y los ovocitos, ya que le proporcionan nutrientes y energía. Se sabe que a 

través de ellas hay transporte de aminoácidos, nucle6tidos y precursores de fosfolípidos 

necesarios para el ovocito (Wani, 2002). 

La evaluación de los ovocitos se realiza con base en su apariencia citoplasmatica y 

el número de capas de células foliculares que lo rodean, clasificándose en cuatro 

categorlas o grados de Cé!tidad (adaptado de: De Loas y col, 1989; Baldasarre y col, 1994; 

Wani y col, 1999, 2000): 

1. Excelente. Ovocitos esféricos y simétricos; de tamano, color y textura uniforme; 

ovoplasma homogéneo, rodeados de tres a cinco capas completas de células del cúmulo 

que son compactas, COC completo y de color claro. 

2. Buena. Ovocitos esféricos y simétricos; tamaño, color y textura uniforme, pero con 

pérdida parcial de las capas del cúmulo (CaC incompleto). Con cubierta celular múltiple y 

compacta, ovoplasma homogéneo, con una zona más oscura en la periferia del ovodto y 

el COC oscuro o menos claro que los de la categoría 1. 

3. Regular. Ovocitos esféricos y simétricos; de tamano, color y textura uniforme, 

pero sólo con el recubrimiento de la corona radiada. 
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4. Mala. Complejo cúmulo-ovocito totalmente degenerado u ovocitos totalmente 

desnudos. 

Generalmente se utilizan solo los ovocitos de las categorías 1 y 2, eliminándose los 

de las categorías 3 y 4 porque se ha demostrado que tienen menos potencial para 

madurar in vitro, y porque gran parte de los ovocitos de la categoría 4 degeneran bajo 

. condiciones in vitro (De Loos y col, 1989). 

Evaluación de la maduración. 

Al terminar la MIV los ovocitos son evaluados en base a su calidad y al grado de 

expansión de las células del cúmulo, siendo este un indicador subjetivo de la maduración 

(De Loos y col, 1989), que puede observarse sin tinción y bajo el microscopio 

estereoscópico. La evaluación puede hacerse de acuerdo a la clasificación de Alm y col 

(1998) en: 

1. Sin expansión. 

2. Mala expansión de las células del cúmulo (células del cúmulo parcialmente 

densas y picnóticas). 

3. Cúmulo moderadamente expandido (células del cúmulo y de la corona radiada 

sueltas y la Zona Pelúcida [ZP] no es claramente visible). 

4. Cúmulo completamente expandido (células del cúmulo y de la corona radiada 

completamente expandidos, ZP claramente visible). 

Esta evaluación se realiza con microscopio estereoscópico a 60 o 70 aumentos, y 

después de la misma pueden descartarse para la FIV los ovocitos con calificaciones 1 o 2. 

Además, deben desecharse los ovocitos desnudos, anormales, con daños en la ZP o que 

presenten cambios en su coloración (Brown y Radziewic, 1998). 

Evaluación de la maduración y fertilización in vitro. 

Una vez transcurrido el tiempo de la fertilización, se toma una cantidad 

representativa de ovocitos para evaluarlos y conocer así la eficiencia de los 

procedimientos realizados hasta este momento, expresada en porcentajes de 

maduración, fertilización y polispermia. 

La evaluación de la MIV y FIV de los ovocitos se lleva a cabo utilizando dos 

técnicas. La primera es mediante fijación y tinción con orceína y evaluación en un 

microscopio de contraste de fases (400 aumentos). La segunda es con tinción de Hoechst 
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33342 (un fluorocromo especifico para la tinción del ADN) y evaluación con microscopia 

de fluorescencia. Los ovocitos se clasifican de acuerdo a los siguientes criterios (adaptado 

de Abeydeera y col, 1998; Hunter y Polge, 1966; Vatzias y Hagen, 1999): 

Inmaduros. Ovocitos que muestran vesícula germinal (VG). 

En vías de maduración. Ovodtos que presentan cromosomas en Metafase I (MI). 

Maduros. Ovodtos que presentan cromosomas en Mil y el primer cuerpo polar, ya 

sea que estén fertilizados o no. 

Monospérmicos. Ovodtos fertilizados que presentan los pronucleos masculino y 

femenino. 

Polispérmicos. Ovocitos fertilizados que presentan más de dos pronúcleos. 

4.1. Maduración de ovocitos in vitro. 

Se ha hecho un esfuerzo considerable en la biología de la reproducción enfocado 

en el desarrollo de procedimientos para la MIV y FIV de ovodtos para investigaciones 

básicas y aplicadas, especialmente dirigidas a la reproducción del ganado (Wang et al. , 

1998). Se han logrado preñeces de embriones producidos in vitre en muchos animales 

domésticos como bovinos (Brackett el al., 1982, Xu et al. , 1987), porcinos (Cheng et al., 

1986), caprinos (Hanada, 1985; Younis et al., 1991 ; de Smedt et al., 1992; Keskintepe et 

al. , 1994), equinos (Palmer el al., 1991) y ovinos (Crozet et al., 1987; Czlonkowska et al., 

1991). 

La maduración ovocitaria es un fenómeno complejo durante el cual el ovocito 

progresa desde el estadio de diplotene hasta el de metafase 1I (maduración nuclear). El 

ovocito completa la meios;is en respuesta al pico ovulatorio de LH (Peng el al., 1991), o 

bien cuando es retirado del folículo: Para llevar a cabo la MIV es necesario un periodo de 

24 horas, en el que el ovocito completa su maduración nuclear (Sirard el al., 1989), es 

dedr, alcanza el estadio de Metafase 11, en el que permanece hasta el momento en que 

es fertilizado, que es cuando completa la meiosis y se forman los pronudeos. Ademas de 

la maduración nuclear. también necesita una maduración citoplasmatiea, que prepara al 

ovocito para soportar la fertilización y el desarrollo embrionario temprano (maduración 

citoplasmatica) . Cuando el ovocito completa todos estos eambios con éxito, se puede 

hablar de competencia meiótiea (Arlotto el al., 1996). Aunque el ovocito haya alcanzado el 

estadio de metafase 11, la maduración nuclear no garantiza el consecuente desarrollo 

embrionario (Sirard . 1989; Yang el al., 1998). En bovinos, el proceso de meiosis in vivo 

46 



se origina de los folículos dominantes y se completa en aproximadamente 5 días. Estos 

ovocitos provienen de foUeulos de alrededor 15 mm, mientras que in vitro los ovocitos 

aspirados son de folículos de 2 a 6 mm, lo que indica que son obtenidos muchos dias 

antes de llegar a completar su maduración. En contraste, mediante MIV los ovocilos solo 

tienen 24 h para completar su proceso de maduración mediante una atmósfera controlada 

por la incubadora y los nutrientes que le proporcione el medio de maduración (Ali el al., 

2004). El paso de la MIV es un factor altamente limitante en todo el proceso de 

producción de embriones in vitro, y el hecho de que la evolución de ovocitos madurados in 

vivo sea prácticamente el doble que la de madurados in vitro durante el desarrollo 

embrionario es una prueba de ello: 49.3% vs. 26.4% de ovocitos madurados in vivo o in 

vitro respectivamente, llegan a blastocistos (Van de Leemput el al., 1999). 

4.1.1. Medios de maduración y suplementos 

Una vez seleccionados los ovocitos, se colocan en el medio de maduración, un 

medio que tendrá que cumplir con unas ciertas expectativas para que dicha maduración 

se lleve a cabo de forma correcta, simulando las condiciones que el ovocito encontraria in 

vivo (Pawshe el al., 1996). 

La eficiencia de la maduración de ovocitos in vrlro es mucho mas baja que la 

maduración in vivo, uno de los factores que afecta la eficiencia de la maduración es la 

calidad de los ovocitos que se someten al proceso de maduración (Cognié el al., 2004). 

Se sabe que el cultivo exitoso de los ovocitos tiene una influencia directa sobre el 

desarrollo de los embriones, esto se ha reportado en vacas, ovejas, y otras especies 

(Accardo el al., 2004). En bovinos se ha demostrado que la maduración in vivo es dos 

veces más eficiente que la MI\!, puesto que en el proceso in vivo hay cambios 

moleculares importantes que afectan todo el desarrollo subsecuente. Este desarrollo va 

acompañado por el desarrollo folicular, se ha demostrado que el desarrollo de estos 

depende del tamarto del foUculo, asi como de la onda folicular en la cual fueron aspirados. 

Igualmente, de los ovocitos obtenidos de foUculos grandes se obtiene una mejor 

maduración que de aquellos obtenidos de folículos pequeños (52.8% vs. 

19.1 %)(Machatkova el al., 2004). El medio de cultivo empleado en la MIV, no solo afecta 

la proporción de ovocitos que serán capaces de fertilizarse, también puede influenciar los 

eventos subsecuentes de desarrollo in vitro de los embriones. Esto se debe 
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principalmente a los componentes del medio de maduración, ya que pueden afectar la 

regulación meiótica de los ovocitos de los mamlferos (Kítto y Bavister, 1997). 

Los componentes generates del medio de cultivo, son aquellos que son 

suplementados con hormonas y suero o albúmina (Accardo el al., 2004). Existen 

aproximadamente más de siete medios de cultivo disponibles comercialmente para 

bovinos. Las principales diferencias entre estos se encuentran en las cantidades 

disponibles de recursos energéticos y la concentración de los diferentes reactivos que los 

componen. Los medios son generalmente suplementados con albúmina o suero y con 

antibióticos de distintos tipos como penicilina, estreptomicina o gentamicina (Gordon, 

1994). Para conseguirlo se utilizan distintos medios de maduración, uno de los más 

habituales es el TCM-199, que consiste en sales Earl, hepes como amotiguador y 

bicarbonato de Sodio; suplementado con piruvato, lactato, aminoácidos, vitaminas y 

purinas, entre otras sustancias. La función de los suplementos es imitar las condiciones 

que el ovocito encontrarla in vivo (Pawshe el al. , 1996). En la mayoría de los laboratorios 

que realizan FIV se reporta el uso de este medio (Gordon, 1994). Son numerosas las 

opciones que existen en cuanto a suplementación, y la acción de cada suplemento, 

aunque se persigue el mismo fin, es diferente. No obstante, a pesar de la elección del 

medio y los suplementos adecuados, se debe tener presente que la competencia del 

propio ovocito es fundamental para que se desarrolle la maduración con éxito, y esta 

competencia la adquiere antes de colocarlo en el medio de cultivo, antes de que se 

reinicie la meiosis (Sirare! el al., 2001; Dieleman el al., 2002). 

4.1.2. Suplementaclón hormonal del medio de maduración in vitro. 

Los procedimientos de MIV reportan diferentes protocolos de utilización de 

suplementos hormonales en el medio, la mayoría de los trabajos reportan la 

suplementación con gonadotropinas, como FSH, LH, prolactina y TSH (Gordon, 1994). 

Olson el al. (1991), reportan que el principal efecto de la FSH y LH es la expansión de las 

células del cúmulo durante la MIV, sin embargo no existe un efecto directo sobre los 

embriones. Otros suplementos utilizados comúnmente aparte de las gonadotropinas es el 

estradiol1713. La ambigüedad que existe sobre la utilización de estos suplementos en gran 

medida es debida a que los preparados de gonadotropinas son muy diversos y 

difícilmente comparables por ello. Sin embargo, los últimos estudios apuntan a que el uso 
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de hormonas gonadotr6picas en medios sin suero, mejoran tanto la maduración como la 

FIV. Los efectos producidos, por supuesto, van a depender de las dosis utilizadas, que 

generalmente son mayores a las fisiológicas (Bevers el al., 1997). 

Brackett el al. (1989), demostraron que el uso de una LH purificada en el medio de 

maduración aumentó significativamente la calidad de los ovocitos, demostrado por un 

aumento en la producción de embriones después de la FIV y el cultivo in vilro. El posible 

mecanismo por el cual actúa la LH ha sido objeto de estudio durante muchos años, al 

parecer los mecanismos mediante los cuales la LH ejerce una influencia en la 

maduración, se deben a que la LH puede alterar la distribución de calcio dentro del 

ovoplasma y aumenta la oxidación de glucosa por las mitocondrias, lo que resulta en un 

aumento en el metabolismo de glutamina dentro del ovocito (Gordon, 1994). Con respecto 

a la FSH, se cree que ésta es de crucial importancia en el reclutamiento y selección del 

follculo dominante en las vacas, debido a su habilidad para estimular actividad de la 

aromatasa en las células de la granulosa, lo que convierte el microambiente del folículo de 

androgénico a estrogénico. La FSH y LH participan en la regulación de la maduración del 

ovocito, se sabe que su utilización aumenta los porcentajes de embriones producidos in 

vitro de ovejas, vacas y otros mamíferos (Accardo et al., 2004). En los últimos años se ha 

reportado la utilización de gonadotropinas recombinadas de origen humano y se ha 

demostrado Que estimulan la ovulación, la maduración y estereroidogénesis en ratas, y su 

uso en MIV ha sido limitado a roedores, pero algunos autores han reportado su aplicación 

en bovinos (Sirad, 2002). Sin embargo, Twagiramungu et al. (2000), no observaron 

variaciones introduciendo la LH únicamente las primeras 6 horas (puesto que es el tiempo 

al Que están expuestos a la hormona los ovocitos in vivo) o durante todo el proceso de 

maduración, o no incluyéndola en ningún momento, por lo cual parece no tener 

importancia para que los ovocitos lleven a cabo la MIV. Las alias concentraciones de FSH 

en el fluido folicular en la ovulación se correlacionan con el rol estimulante de las 

gonadotropinas en el momento de la ovulación. La FSH in vivo estimula la secreción de 

estradiol por el ovario y de inhibina. La FSH juega un papel crucial durante el desarrollo 

folicular en los animales. por 10 tanto se ha estudiado su efecto in vitra, demostrándose 

que tiene un efecto benéfico, aumentando la expansión de las células del cumulo Que 

rodean al ovocito. lo que ayuda a alcanzar mayores porcentajes de capacitación 
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espermática y FIV, además de que aumenta los porcentajes de desarrollo embrionario 

temprano (Gordon, 1994). 

Por otro lado, en ovejas tratadas con FSH antes de la aspiración folicular se 

observa un aumento en la cantidad de folículos aspirables así como de su calidad antes 

de iniciar la MIV (Berlinguer et al., 2004). 

Grazul-Bilska et al. (2003), indican que el tratamiento con FSH depende de la 

dosis y el tiempo de administración para obtener las condiciones óptimas para aumentar 

los porcentajes de desarrollo embrionario. 

En ovejas se han adicionado diferentes tipos de gonadotropinas en el medio, las 

cuales son esenciales para la MIV de ovocitos ovinos. Existen diferentes recursos de 

hormonas gonadotropicas exógenas tales como FSH, LH, gonadotropina menopausica 

humana (hMCG), gonadotropina coriónica equina (eCG), gonadotropina coriónica humana 

(hCG) y estradiol, todas ellas han sido usadas en los medios para maduración ovina como 

se muestra en el Cuadro 1 (Wani, 2002). 

Cuadro 1. Hormonas utilizadas para la MIV en ovocitos ovinos. 

Hormona exógena Referencia 
FSH y LH Staigmiller and Moor (1984 );Cognié et aL, (1991) 
hMG Galli and Moor (1991); Wani et aL, (2000) 
ECG Murzamadiev et aL,(1983) 
HCG y Estradiol Shorgan et aL, (1990) 

En el caso del estradiol, éste juega un papel importante en el desarrollo folicular, 

los esteroides sensibilizan a las células de la granulosa a responder a las gonadotropinas 

y estimulan la proliferación y diferenciación de las células de la granulosa. 

El papel de la progesterona en el folículo está menos definido, pero se sabe que 

el balance entre el estradiol y la progesterona cambian en el folículo preovulatorio durante 

el periodo de maduración en el ovocito. Sin embargo, existe evidencia que altas dosis de 

estradiol puede tener un efecto negativo sobre la expulsión del cuerpo polar (Gordon, 

1994). 
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4.1.3. Suplementación sérica 

La presencia de suero en el medio de maduración proporciona un mejor ambiente 

para que se complete la MIV, tanto citoplasmática como nuclear (Durnford el al., 1992). 

Se han utilizado varios sueros como suplemento para los medios de maduración, que 

proveen valores nutritivos al ovocito (Wani , 2002). 

El suero adicionado a Jos medios de maduración provee un recurso de albumina 

que ayuda al balance de la osmolaridad y actua como radical , pero pueden existir 

contaminantes en el suero que son difíciles de controlar. Rutinariamente se utiliza 

albumina sérica bovina (BSA) certificada para la MIV de vacas y ovejas. este producto 

hace que el medio de maduración sea variable (Accardo el al. , 2004). Ali et al. (2004), 

mencionan el efecto de la BSA durante la MIV de ovocitos bovinos como recurso de 

energía, aumentando la calidad de los ovocitos madurados y la proporción de ovocitos 

que desarrollan al estado de blastocisto después de la FIV. El BSA es utilizado 

rutinariamente en casi todos los laboratorios, sin embargo el suero fetal bovino (FCS) 

también es una fuente de energia de mayor importancia que el BSA, ya que los resultados 

obtenidos con su suplementación han demostrado que hay mayor expansión de las 

células del cumulus. El FCS contiene grandes concentraciones de aminoácidos y también 

puede contener hormonas, factores de crecimiento, citoquinas, vitaminas (Gordon, 1994). 

De cualquier forma, parece ser que el suplemento sérico es uno de los mejores 

para los medios de maduración. Puede sustituir perfectamente a las hormonas, quizás 

porque posee componentes que promueven la maduración ovocitaria, tales como 

hormonas o factores de crecimiento entre las cuales se encuentran esteroides como 

progesterona, esto igual depende del día en que sea colectado el suero (Greve y 

Madison, 1991). 

Usualmente el suero de oveja, suero fetal , o suero humano se utilizan como 

suplemento en los medios de cultivo in vitre. Se sabe que del suero tomado de distintas 

épocas del ciclo estral, el que mejor funciona es el que se toma el dia del estro (Wani , 

2002). Gordon (1994), menciona que el suero tomado en el proestro también es efectivo 

en la MIV. En las ovejas se han utilizado diferentes tipos de sueros, los cuales se 

muestran en el Cuadro 2. Sin embargo, la utilización del suero de oveja inactivado a 56°C 
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durante 30 minutos es el de mayor elección, esto se hace para inactivar factores 

desfavorables como el complemento. Este es utilizado como recurso 'nutritivo (Accardo et 

al., 2004; Wang et al., 1998). 

La inactivación del suero antes de su utilización como suplemento en los medios 

de maduración, fertilización y cultivo es rutinaria. El nivel de suero empleado en los 

diferentes medios de maduración por lo regular es de 20% (Gordon, 1994). Sin embargo, 

actualmente se tiende a sustituir la suplementación sérica por suplementación proteica, 

como el Alcohol Polivinílico (PVA), con el que se obtienen mayores tasas de 

segmentación, aunque es menor la proporción de ovocitos que llegan al estadio de 8 

células y de blastocistos que cuando el suplemento de los medios de maduración es FCS 

o BSA. 

Según los estudios realizados por Watson et al. (2000), también es posible 

sustituir el suero por aminoácidos en caso de utilizar un medio definido para la 

maduración, como lo sería el Fluido sintético de oviducto (SOF). De hecho, con esta 

suplementación se ve mejorada la maduración y los acontecimientos que le siguen, como 

el desarrollo embrionario, y los resultados serían comparables a los obtenidos con 

maduración en TCM 199 suplementado con FCS, que es el medio más utilizado (Cuadro 

2). 

Cuadro 2. Diferentes sueros utilizados para procedimientos in vitro en ovejas 
Tipo de suero Referencia 

Suero de oveja Cognié et aL, 1991; Murzamadiev et aL, 1983 
Suero fetal FCS Shorgan et al., 1990; Wani, 1996. Wani et al.,2000. 
Suero humano Thompson et al., 1992 

4.1.4. Fluido Folicular. 

En los diferentes estados del desarrollo del folículo, los ovo citos primarios se 

encuentran dentro de fluido extracelular, que se conoce convencionalmente como fluido 

folicular (FF). Este es un suero modificado por actividades metabólicas, que contiene 

constituyentes específicos tales como esteroides y glicoproteínas sintetizadas por las 

células de la pared del folículo (Gordon, 1994). Sin embargo, en especies como el cerdo 

el FF contiene sustancias que inhiben la maduración de los ovocitos. El FF bovino inhibe 
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la maduración de ovocitos de hámster, el FF de humanos inhibe la meiosis en ovocitos de 

rata, pero en ovejas se ha demostrado que el FF ejerce un efecto estimulante sobre la 

MIV de los ovocitos (Wani, 2002). Cognié el al. (2004), demostró que el FF ovino aumenta 

tos porcentajes de maduración y FIV. Estudios recientes muestran la influencia del estado 

folicular sobre el efecto que surte el contenido de dicho folículo sobre la maduración 

ovocitaria. Avery et al. (2003), valoraron la suplementación en la maduración con FF 

procedente de folículos en diferentes estados: FF de folículos de 3 a 15 mm, FF 

preovulatorio de foliculos dominantes de vacas no superovuladas y FF preovulatorio de 

vacas superovuladas. El control fue TCM 199 suplementado con 5% de suero, y tras la 

fertilización de los ovocitos y su puesta en cultivo, el desarrollo embrionario fue mejor en 

el caso del control que en los medios suplementados con FF. Dentro de los FF, el que 

mejores resultados ofreció en cuanto a la maduración fue el procedente de folículos 

preovulatorios de vacas superovuladas. Sin embargo, a pesar de soportar bien la 

maduración, no se obtuvieron resultados satisfactorios en cuanto a desarrollo 

embrionario. Una posible explicación podría ser una maduración citoplasmática 

incompleta y/o modificaciones de la zona pelucida (ZP) (Avery el al., 2003). El FF 

originado de folrculos que contienen ovocitos competentes, produce y libera señales que 

aumentan el desarrollo de los ovocitos, resultando en mayor producción de blastocistos. 

Se sabe que el FF durante el periodo de maduración como un recurso proteico realmente 

aumenta la viabilidad de los embriones, resultando en mayor porcentaje de división. Rao 

el al. (2002), demostraron también que los porcentajes de ovocitos desarrollados hasta 

blastocisto se incrementan al utilizar FF ovino. 

4.1.5. Factores de crecimiento 

Se sabe que los factores de crecimiento que están implicados en la modulación de 

la maduración de los ovocitos son: EGF , TGF-D, TGF-D, IGF-I e IGF-II. EGF es un 

polipéptido de una sola cadena con un peso molecular de 6045 daltones, y se sabe que 

es un mitógeno potente para muchas células, incluyendo las células de la granulosa. En 

un estudio realizado con ovocitos humanos, se encontró que el receptor de EGF aumentó 

el tamaf'io del ovocito y su maduración (Gordon, 1994). Grazul-Bilska el al, (2003), 

demostraron que las células del cumulo se expandlan más cuando eran cultivadas con 

EGF en el medio de maduración. El EGF causa expansión del cumulo mediante la 
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slntesis de un glucosaminocano Que interactúa con la matriz intracelular y sus 

componentes. Cognié el al. (2004), demostraron Que la adición de EGF al medio de 

maduración resu1ta en una mayor cantidad de ovocitos desarrollados hasta la etapa de 

blastocisto. Por otro lado, algunos autores sugieren Que la utilización de factores de 

crecimiento es adecuada para aquellos ovocitos que tienen menor capacidad de 

desarrollo (Machatkova el al .• 2004). La suplementación con EGF en el medio de 

maduración aumenta la cantidad de blastocistos en ovocitos de ovinos colectados en 

rastros, también se ha demostrado en humanos (Martin el al., 1998), vacas (Lim y Hansel, 

2000; Rieger el al., 1998; Par1< el al., 1997) y cerdos (Abeydeera el al., 1998). Por otro 

lado, los embriones ovinos expresan muchos receptores a los factores de crecimiento 

durante el desarrollo in vitro. Entre otros factores Que han sido utilizados se encuentran 

citoquinas y el ácido hialurónico. Las citoquinas. son secretadas por las células 

mesenquimales, se cree que actúan de forma parácrina o aut6crina, más o menos como 

las hormonas, o actúan a distancia como tarjetas de serial. Actualmente existen mezclas 

que contienen diferentes factores de crecimiento para adicionarse al medio de 

maduración y asl mejorar los porcentajes de MIV (Thompson, 2000). 

4.1 .6. Otros suplementos. 

Entre otras suplementaciones se tiene el reporte de que la utilización de 

antioxidantes en los medios de cultivo es cada vez más frecuente. Duque el al. (2003) , 

muestran Que la utilización de ácido retinoico (ácido 9-cis-retinoico) en la maduración de 

ovocitos mejora notablemente los resultados posteriores de desarrollo embrionario. 

incluso mejoran la tasas de estable?imiento de prerieces. 

La acción la ejerce o bien a través de las células del cúmulus, directamente sobre 

el ovocito, o por ambas vlas y de manera autócrina o parácrina. Ali el al. (2003), también 

incluyen el uso de antioxidantes en los medios de MIV, mejorando con ello los resultados 

tras la fertilización y alcanzando un mayor número de blastocistos. Utilizan cisteina, y con 

ella en la maduración el número de blastocistos es mayor que sin ella: 33.3% vs. 20.3%. 

Los diferentes suplementos utilizados durante la MIV se muestran en el Cuadro 3. 
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Cuadro 3. Suplementaciones durante la maduración in vitro 
SUPLEMENTO ACCION . REFERENCIA. 
Roscovitina Mantiene el arresto meiótico. Mermillod et al., 2000 
Hialuronidasa Emula el cultivo en grupo Vries et al., 2000 
Piruvato de sodio Promueve la maduración Geshi et al., 2000 

nuclear 
Umercaptoetanol Protección frente al estrés Mizushima et al., 2001 

oxidativo 
Acido retinoíco Mejora la competencia Duque et al.,2002; Hidalgo et al., 2002; Duque et 

ovocitaria al.,2003 

4.1.7. Condiciones ambientales de la maduración in vitro. 

Durante la MIV, hay que proporcionar a los ovocitos un ambiente similar al 

fisiológico. Para ello hay que tener en cuenta: la concentración de oxígeno en el 

ambiente, la de C02 (5%), humedad relativa (95- 100%), el pH de los medios (7.4) y la 

temperatura tanto a la que se procesan como a la que se cultivan (38.5° C). Estas 

condiciones deben de darse a lo largo del proceso de maduración, que usualmente es 

de 24 horas. En los últimos años se ha comprobado que el éxito de la fertilización es 

mayor cuando los ovocitos se mantienen en cultivo por un tiempo, una vez que han 

alcanzado el estadio de metafase 11, en comparación con aquellos fecundados 

inmediatamente después de haber madurado. Esto sugiere que el acortamiento de los 

periOdos de maduración pOdría ser perjudicial para la posterior fertilización, actualmente 

el tiempo de maduración es de 24 horas para ovo citos bovinos y ovinos. (Dominko et al., 

1997). La temperatura óptima es de 38-39° C. Si ésta disminuye en algún momento la 

viabilidad de los ovocitos también lo hace. Azambuja et al. (1998), también realizaron un 

estudio sobre cómo influye la temperatura en los ovocitos que ya han sido madurados 

(20 a 24 hrs) y su repercusión sobre las tasas posteriores de fertilización y desarrollo 

embrionario. Comprobaron que 10s porcentajes de fertilización fueron mayores para 

aquellos ovocitos que se mantuvieron a 39° C que para el resto de los grupos. 

4.2. Capacitación espermática in vitro. 

Los espermatozoides de los mamíferos sufren una serie de cambios fisiológicos 

antes de llevar a cabo la fertilización, esto se conoce como capacitación. El 

espermatozoide necesita estar en el. tracto femenino tiempo antes de penetrar a la zona 

pelúcida, la capacitación involucra la eliminación de la cubierta del espermatozoide, 

adquirida durante su tránsito por el epidídimo o durante la exposición al plasma seminal 

55 



(Wani, 2002). Para la FIV es esencial llevar a cabo la capacitación espermática de forma 

artificial. Al inicio se hicieron muchos esfuerzos para resolver este problema. Parte del 

procedimiento de capacitación involucra la eliminación (a través de lavado) de las 

proteínas seminales y otras sustancias de la cubierta de la membrana espermática del 

semen eyaculado (Gordon, 1994). 

La capacitación fisiológica de los espermatozoides empieza después de entrar en 

contacto con el tracto reproductivo femenino. Mientras el espermatozoide está en el 

sistema reproductor masculino, la capacitación está inhibida por sustancias presentes en 

el plasma seminal (Alberts, 2002). 

La mayorfa de los experimentos iniciales de FIV no fueron exitosos debido a que 

los espermatozoides no estaban capacitados de una forma adecuada. Así , la capacitación 

es un punto fundamental para desarrollar la FIV. Para la capacitación in vitro de los 

espermatozoides se siguen principalmente dos procedimientos, el Percoll (Figura 1) Y el 

swim-up. El primero se basa en la realización de un lavado por centrifugación (a través de 

dos gradientes de concentración) y el segundo en periodos de incubación en los cuales los 

espermatozoides capacitados de dirigen hacia la superficie del medio de capacitación, y esta 

parte se centrifuga para conseguir el paquete celular que se utilizará para la fertilización 

(Wani, 2002). Estos métodos también separan el plasma seminal y eliminan las sustancias 

inhibidoras de la capacitación, haciendo posible seleccionar a las células espermáticas de 

mejor calidad y contar con espermatozoides capacitados para colocar1os con los ovocitos 

durante la FtV (Gordon, 1994). Una vez iniciada la capacitación, se pone en marcha la 

reacción acrosomal, que ocurre cu~ndo el espermatozoide llega a la corona radiada. El 

espermatozoide se une a receptores en la ZP y la penetra ayudado por enzimas como la 

acrosina, liberada por el acrosoma (Alberts el al. , 2002). Estas técnicas tienen como fin 

separar los espermatozoides de mejor calidad del resto, y eliminar el liquido seminal 

(Gordon , 1994). 
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El método de gradientes de Percoll; consiste en la utilización de dos gradientes de 

Percoll 90% y 45%. En el fondo de un tubo cónico se deposita 1 mi del gradiente 90%, 

seguido de 1 mi de 45%, Y en la superficie el semen. Se centrífuga durante 30 minutos, 

después se elimina el sobrenadante con una pipeta pasteur, dejando solo el paquete de 

espennatozoides (paquete espennático) para depositario en otro tubo, y hacer el conteo 

de cuanto deberá de llevar de medio de fertilización para resuspenderlo y hacer la 

fertilización (Figura 2). 

Figura 2. Obtención del paquete de espermatozoides 
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Independientemente de la técnica empleada, no conviene extenderse en la 

manipulación del semen antes de la fertilización , aunque Merton el al. (2000) afirman que 

en el caso de utilizar la técnica de Percoll, un incremento de tiempo en la preparación del 

semen para la fertilización no repercute de forma negativa sobre las tasas de producción 

de embriones. 

4.2.1. Medios de capacitación y suplementos. 

En cuanto a los medios empleados para la capacitación, su composición se basa 

en soluciones salinas que tienen una formulación química definida y sencilla. Un estudio 

realizado por Lapointe y Sirard, demuestra que tanto la motilidad como la velocidad de los 

espermatozoides incubados en TCM 199 (medio complejo) es menor frente a los 

cultivados en un medio simple como sería el TALP. La razón puede radicar en la 

presencia de aminoácidos en el TCM 199 (Lapointe y Sirard, 1998). 

Las suplementaciones más frecuentes utilizadas en los medios de capacitación 

son: heparina, cafeína, o ambas a la vez (Brackett y Zuelke, 1993). La cafeína, prolonga 

la motilidad espermática y actúa sinérgicamente con la heparina para la capacitación en 

bovinos. Sin embargo, en ovejas y cabras suprime las tasas de fertilización. La heparina 

es utilizada comúnmente en los medios de capacitación para aumentar la motilidad, en 

vacas y ovejas modula la interacción entre gametos en la FIV. La heparina aumenta los 

porcentajes de fertilización aumentado la eficiencia de los espermatozoides capacitados 

en ovejas (Wani, 2002). Cognié el al. (2004), reportan el uso de heparina en la FIV en 

ovejas de forma rutinaria para aumentar la motilidad espermática. Se ha demostrado en 

vacas que la heparina aumenta los porcentajes de embriones producidos in vitro, cuando 

ésta se agrega el medio de fertilización para promover la motilidad espermática (Gordon, 

1994). U el al. (2000) y Fatehi el al. (2002), utilizan células del cúmulo, que guían los 

espermatozoides, inducen la capacitación, la reacción acrosomal y mejoran la motilidad. 

4.3. Fertilización in vitro. 

La fertilización es un proceso complejo que resulta de la unión de dos gametos y el 

inicio del desarrollo de un individuo nuevo. Después de transcurridos las 24 h de MIV los 

ovocitos son examinados, con base a su calidad y al grado de expansión de las células 
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del cúmulo, lo cual es el principal indicador de la maduración (De Loas, 1989). Aquellos 

que están desnudos, eclosionados, o sufren daños en la zona pelúcida, ademas de 

cambios en la coloración en especial si están oscuros, son descartados para la FIV 

(Brown y Radziewic, 1998). Aquellos seleccionado pueden ser lavados dentro del mismo 

medio de fertilización antes de ser transferidos al pozo donde se realizará la FIV (Wani et 

al., 2000). Otro de los puntos a tomar en cuenta durante el proceso de fertilización es el 

tiempo y la temperatura, 17 horas son suficientes en el caso de bovinos y ovinos, y la 

temperatura debe oscilar entre los 37.5 a 39° C (Gordon, 1994). Por otro lado, para 

garantizar el éxito de la FIV es necesario que confluyan tres factores: que los ovocitos 

hayan madurado correctamente y hayan alcanzado el estadio de metafase 11, que el 

semen haya sido capacitado de forma adecuada y haya adquirido capacidad fecundante, 

que se utilicen los medios adecuados para llevar a cabo la fertilización, y en las 

condiciones adecuadas. 

4.3.1. Medios de fertilización y suplementos. 

Al igual que en la maduración de los ovocitos y en la capacitación del semen, 

para llevar a cabo la FIV pueden utilizarse distintos medios, como son el TALP y el M199, 

algunos de éstos se mencionan en el Cuadro 4. Todos ellos pueden ir suplementados por 

distintos componentes, como células del oviducto, células del cúmulo, cafelna ó heparina. 

Como ocurría en los medios de maduración y capacitación, las suplementaciones en los 

medios de fertilización también son diversas. El medio TALP es una preparación de 

bicarbonato de sodio y aSA, entre otros componentes, además de diversas cantidades de 

suplementos energéticOs, lactato de sodio y piruvato de sodio. Las concentraciones 

óptimas de estos constituyentes tienen una influencia directa sobre el grado de 

fertilización (Gordon, 1994). 

En trabajos recientes se está incluyendo el ionóforo de calcio como suplemento y 

con buenos resultados, como muestran Woehl et al. (2002), quienes le atribuyen la acción 

de activar al ovocito y con ello que la fertilización resulte más exitosa. Otra opción es la 

inclusión de glutation, que mejora los índices de fertilización a la vez que reduce las tasas 

de poliespermia (Fukui et al., 2000). 

Sobre los antioxidantes como la cisteína, a pesar de que ejercen un efecto 

positivo al ser utilizados como suplemento en la maduración e incluso en el cultivo 

embrionario. su adición durante la fertilización resulta negativa (Ati el al., 2003). 
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Una vez que el semen ha sido capacitado se usa una concentración adecuada 

del mismo para llevar a cabo la FIV. Los parámetros que suelen valorarse para determinar 

la calidad serían: la presencia de espermatozoides muertos, la integridad del acrosoma. 

Varios estudios han sido realizados para determinar la dosis más adecuada de semen 

para llevar a cabo la fertilización. Ward et al. (2000), observaron que la concentración de 

semen que asegura cierto nivel de éxito es la de 0.5 X 106 espermatozoides/mI. Respecto 

al tiempo de ca-incubación entre ovocitos y espermatozoides, es importante para el 

desarrollo de los embriones. Si es un tiempo demasiado prolongado puede llegar a ser 

perjudicial, por la producción de radicales de oxígeno, por lo que aumentan las tasas de 

poliespermia. Se han encontrado tiempos tan reducidos como 2 horas (Gómez et al. , 

2000) o mucho más extensos como 30 horas (Mizushima et al., 2001). 

A pesar de estos estudios, el tiempo habitual de ca-incubación oscila entre 18 y 

24 horas, obteniéndose resultados satisfactorios. Otro factor influyente sobre la 

fertilización es la temperatura durante la misma. Esta no varía con respecto .a las 

convenientes en los otros procesos, es decir, que está alrededor de los 38 a 39°C. 

En relación con el volumen de las microgotas en las que se va a llevar a cabo la 

fertilización, un estudio realizado por Fukui et al. (2000), demuestran que el cultivo en 

microgotas pequeñas, de 10 111, supone una disminución en las tasas de penetración 

espermática, mientras que conforme aumenta el tamaño de la microgota van mejorando 

las tasas de penetración. Sin embargo, con el número de fertilizaciones anormales y la 

poliespermia ocurre lo contrario, conforme aumenta el tamaño de la microgota, también 

aumentan. El medio que conforma las microgotas, como cualquier medio, debe de tener 

una osmolaridad adecuada. 

Cuadro 4. Diferentes medios utilizados en Fertilización in vitro de ovejas 

Medio utilizado Referencia 

TCM-199 Slavik et aL, 1992; Wani, 1996; Wani et aL , 2000. 

Hams-F10 Wani,1996 

Hams-F12 Wani , 1996 

Modified brackets medium Cognié et aL, 1991 ; Pugh et aL, 1991 . 

Fluido sintético de oviducto SOF Sun et aL, 1994 

Medio Tyrode' s Watson et aL, 1994. 
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4.4. Cultivo embrionario in vitro. 

El éxito de la MIV-FIV depende de la maduración y fertilización completa, el tiempo 

de interacción del ovocito con el medio de fertilización, la temperatura y la concentración 

espermática juegan los papeles más importantes en la fertilización. Un medio de cultivo 

embrionario adecuado, mejora las condiciones de los ovocitos y espermatozoides 

especialmente en pequeños rumiantes 0Nani, 2002). 

Los resultados del desarrollo embrionario in vivo frente a los del desarrollo 

embrionario in vitro distan todavía bastante, y hay varios estudios al respecto. Bajo 

condiciones de cultivo in vitre, el desarrollo embrionario suele verse bloqueado en el 

estadio de 8 células, lo cual corresponde con la activación del genoma embrionario. Para 

saltar este bloqueo, por lo menos parcialmente, se pueden adicionar a los medios 

diferentes componentes embriotrópicos, como pueden ser el ácido araquidónico, el p

mercaptoetanol, o derivados de factores del crecimiento (Thompson, 2000). 

4.4.1. Medios de cultivo embrionario y suplementos. 

Las células del oviducto fueron las primeras usadas exitosamente en los sistemas 

de co-cullivo en ovejas y vacas. Después se demostró que diversas células somáticas son 

capaces de proveer un sistema de cultivo altamente efectivo para las necesidades de los 

embriones (Gordon. 1994). En ovinos uno de los medios con mejores resultados es el 

SOF descrito por primera vez por Tervit et al. (1972), en Cambridge, quienes fueron los 

primeros en reportar el uso exitoso de este medio de cultivo en embriones de una a ocho 

células y hasta estados de mórula ' y blaslocisto en vacas (Gordon, 1994). Así mismo en 

los trabajos pioneros de FIV en ovejas, se describe al SOF como un sistema de cultivo 

que produce blastocistos viables además de embriones con mayor porcentaje de división 

(Thompson, 2000). 

Dentro de los suplementos utilizados en medios de cultivo para ovinos, se 

encuentran el suero de oveja en estro (Murzamadiev et at., 1983) y la 8SA (Gardner et al., 

1994). Por otro lado la glucosa en el medio de cultivo es benéfica para el desarrollo del 

cigoto in vitre (Wani, 2002). Durante el periodo comprendido entre los años 1992 y 2000, 

el TCM199 y el Menezo 82 junto con sistemas de co-cultivo y con un 10% de FCS eran 

los medios más utilizados para la producción de embriones. A principios de 2001 
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comenzaron a utitizarse medios semi--definidos para el cultivo embrionario, como lo es el 

SOF-citrato, j con un 5% de FCS (Long el al., 2003). La tendencia actual es la de utilizar 

medios definidos o semi--definidos, puesto que se ha comprobado que los medios 

completamente definidos y libres de proteínas son válidos para su uso en el desarrollo 

embrionario (Krisher y Bavister, 1998). Tavares el al. (2002), utilizaron medios definidos y 

consiguieron porcentajes de blastocistos de hasta el 45% en caso de utilizar SOF. La 

suplementación en los medios de cultivo embrionario también es muy variada y en función 

de la que se elija se cubririm unas necesidades u otras. En general, son importantes el 

aporte energético y la suplementación proteica, los antioxidantes y los co-cutivos 

celulares. Las condiciones que el embrión encuentre después de la FIV influirán en gran 

medida en su evolución y su capacidad de desarrollo (Rizos el al., 2002). Por este motivo 

tiene gran importancia valorar los suplementos que se utilizarán y sus efectos. 

4.4.2. Aporte energético, suplementación protéica. 

Con frecuencia se adicionan derivados de fluidos corporales a los medios de 

cultivo. El FCS y la BSA son los más utitizados. Tanto el suero como la BSA contienen 

una mezcla indefinida de proteínas. factOres de crecimiento o péptidos y ambas estimulan 

el crecimiento embrionario. Krisher el al. (1994), reduciendo o retirando la suplementación 

de aSA del medio de cultivo SOF durante las primeras fases no vieron diferencias en el 

desarrollo: 31% vs. 33%. Sin embargo, haciéndolo hacia al final del cultivo el desarrollo 

era del 19%. Esto indica que durante los primeros tres dfas de cultivo in vitro hay 

requerimientos proteicos reducidos , mientras que más tarde, dicho aporte estimula el 

desarrollo hasta blastocisto. Parece ser además, que el suero tiene una acción bifásica: 

podria inhibir el desarrollo en las primeras divisiones, mientras que tendría un efecto 

acelerador del desarrollo más tarde (Thompson el al., 1998). Northey et al. (1999), 

también observaron que afladiendo la suplementaci6n proteica, en este caso FCS el día 6 

del desarrollo, se obtenían los mejores resultados que adicionándolo el día 4 6 5. Rizos et 

al. (2003), también realizaron un trabajo comparativo entre la suplementación con FCS, 

BSA y PVA, obteniendo resultados significativamente mejores con el FCS (10%) a nivel 

de blastocistos el dla 6, que con los otros dos suplementos: 20% VS. 4.6% y 11 .6% para 

FCS, BSA y PVA, respectivamente. Sin embargo, esta diferencia desaparecía al día 7. 
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Como análisis de estos resultados, concluyen en que la suplementación con suero 

acelera el desarrollo embrionario. 

4.4.3. Antioxidantes. 

Los embriones bovinos cultivados in vitro son muy susceptibles al estrés oxidativo. 

Reduciendo la concentración de oxígeno del 20% al 5% podría mejorarse el desarrollo, 

puesto que es un ambiente más similar al que el embrión encontraría en el oviducto. Por 

otro lado, se ha comprobado que la disminución en el desarrollo embrionario ocasionada 

por un incremento de temperatura se acompaña de un incremento en la producción de 

radicales libres de oxidación. Por este motivo, la adición de antioxidantes al medio de 

cultivo resultará beneficiosa frente al shock térmico, tales como la vitamina E o el 13-

caroteno (Hansel el al., 2001). La vitamina E está presente de forma natural en las 

membranas celulares y se encarga de proteger a las células del estrés oxidativo. En 

ocasiones, la vitamina C actúa de forma sinérgica con la vitamina E y posiblemente el 

EDTA potencie todavla más su efecto antioxidante. El EDTA parece ser que inhibe la 

actividad glicolítica en la división embrionaria, previniendo una glic6lisis prematura al inicio 

del desarrollo. Pero esta actividad es necesaria posteriormente, por este motivo el EDTA 

posteriormente resulta negativo. La misma acción antioxidante tiene la cisteina. La 

presencia de cistelna las primeras 72 horas de cultivo mejora el número de embriones 

que alcanzan el estadio de mórula y de blastocisto, en comparación con medio de cultivo 

sin antioxidante: 30.6% vs. 22.2% respectivamente (Ali el al., 2003). 

4.4.4. Sistemas' de Incubación en el cultivo embrionario. 

El cultivo tanto de ovocitos como de embriones requiere ciertas condiciones de 

temperatura, gas atmosférico y humedad. La opción más convencional, la usada desde 

los ¡nicios. y también actualmente para conseguir dichas condiciones ambientales es la 

estufa incubadora de CO2• El desarrollo embrionario puede verse comprometido por 

exposiciones cortas e intensas. o prolongadas y medias, a un estrés térmico. Los efectos 

del estrés térmico no son artefactos de cambios en el pH o de altas tensiones de Oxigeno. 

Un estudio de Rivera el ajo (2001), confirma estos resultados. mostrando que la 

exposición tanto de cigotos como de embriones de dos células a temperaturas de 41 oC 

durante 9 ó 12 horas hace que disminuya su desarrollo hasta blastocistos. Sin embargo, 

63 



Juy et al. (1999), años antes, no observaron un efecto negativo el someter los embriones 

por periodos cortos de tiempo (O, 6 Y 30 min) a temperaturas entre 40.5 y 41.5 oC, aunque 

a 43 oC si observaban efecto negativo. Además observaron que durante los días 3 y 4 de 

cultivo, los embriones son más tolerantes a la temperatura. Los porcentajes de oxígeno en 

el cultivo in vitro suelen ser mayores a los que el embrión encontraría en el oviducto o en 

el útero, y suelen ser de un 5% en caso de llevarse a cabo en un medio definido y de un 

20% en caso de tratarse de co-cultivos. En bovinos, de hecho proporcionan mejores 

resultados concentraciones del 5% que las concentraciones a nivel ambiental, que serían 

de un 20% (Rivera et al., 2001). Yuan et al. (2003), obtuvieron mejores resultados con 

niveles de oxígeno del 5%, a pesar de que con concentraciones del 20% el número de 

embriones de 8 células es mayor. 
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V. HIPÓTESIS. 

Los procedimientos utilizados in vitro para la maduración y fertilización de ovocitos, 

y el desarrollo de embriones en razas ovinas de lana, se podrán utilizar con resultados 

similares, en razas ovinas de pelo. 

VI. OBJETIVO GENERAL 

El objetivo general de este trabajo fue comparar y evaluar los procedimientos 

utilizados para la producción de embriones in vitro, en ovejas de pelo y de lana. 

6.1. Objetivos específicos. 

1. Establecer la técnica de FIV para ovinos. 

2. Determinar la eficiencia de maduración, fertilización y desarrollo de embriones in 

vitro en razas de lana. 

3. Determinar la eficiencia de maduración, fertilización y desarrollo de embriones in 

vitro en razas de pelo. 

4. Comparar los diferentes procedimientos realizados en ambos tipos raciales. 
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VII. IIATERIAL Y IIETODOS. 

7.1. Montaje de la técnica y Prueba Preliminar. 

Con la finalidad de montar y probar la técnica de Fertilización in vitro, y 

aprovechando la posibilidad de utilizar un lote de ovejas propiedad de la Facultad de 

Medicina Veterinaria de la Universidad Autónoma de Yucatán, se realizó una prueba 

preliminar de colección, maduración y fertilización de ovocitos, y desarrollo embrionario in 

vitro. Se utilizaron las instalaCiones y el equipo del laboratorio de FIV pertenecientes a 

dicha Universidad. la metodologfa y resultados obtenidos en esta prueba se muestran en 

el Apéndice 2. 

7.2. Trabajo experimental. 

Producción de embriones ovinos por fertilización in vitro. 

El presente estudio se realizó en el laboratorio de Fertilización in vitro, del 

Departamento de Posgrado, de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán de la 

UNAM. la técnica de FIV se desarrolló de la siguiente manera: 

7.2.1. Obtención de ovarios. 

Se seleccionaron los ovarios de ovejas sexualmente maduras (sin considerar su 

estado reproductivo), de razas de lana y pelo, sacrificadas en el Rastro Municipal de 

Tlanepantla, Estado de México durante el 10 de Octubre al 15 de Noviembre de 2004 

(Figura 3). 

los ovarios se retiraron aproximadamente 10 minutos después del sacrificio y se 

transportaron en un período máximo de 2 horas al laboratorio, a una temperatura de 20 a 

25 oC, en solución salina fisiológica (SSF) preparada con agua destilada, 0.9% de NaCI 

adicionada con 0.1% de Penicilina-Estreptomicina (PIE) (Apéndice 1) (Figura 4). 

Figura 3. OVejas sacñficadas en el rastro de Tlanepantla. Figura 4. Tenno de transporte y ovarios. 
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7.2.2. Colección de ovocitos. 

En el laboratorio, los ovarios se lavaron dos veces con SSF a temperatura de 20 a 

25 OC. Los ovocitos se obtuvieron a partir de foliculos de 2 a 8 mm de diámetro utilizando 

el método de aspiración con jeringa de 10 mi y aguja hipodérmica de 18 (Norm-Ject, 

Alemania). El liquido folicular se depositó en tubos cónicos de 15 mi y se dejó sedimentar 

durante 20 minutos. Una vez transcurrido este tiempo se retiró el sobrenadante y, se 

agregaron 20 mi de TL-Hepes (Apéndice 1). La suspensión se dejó reposar nuevamente 

15 minutos repitiéndose este procedimiento dos veces más (Figura 5). Una vez realizado 

el tercer lavado, el paquete celular se colocó en una caja de petri (100 x 15 mm. Falcon, 

eEUU) dentro de una campana de flujo laminar (Nuaire, EeUU) bajo el microscopio 

estereoscópico (Nikon, Japón), a 75 x para buscar los ovocitos y evaluarios con base en 

su apariencia morfológica (Figura 6). 

Figura 5. Uquido folicular y lavado de 0Y0Cit0s. Figura 6. Búsqueda de ovocitos. 

7.2.3. Maduración in vitro. 

Se utilizaron para la fase de maduración ovocitos esféricos y simétricos; de tamaño, 

color y textura uniforme; ovoplasma homogéneo, rodeados de tres a cinco capas 

completas de células del cúmulo que son compactas, COC completo y de color claro Ó 

Categoria 1. También se utilizaron ovocitos con cubierta celular múlti~1e y compacta, 

ovoplasma homogéneo, con una zona más oscura en la periferia del ovocito y el COC 

oscuro o menos claro que los antes citados (Categoria 2) (De Loos, 1989). 

Los ovocitos seleccionados se lavaron dos veces con solución TL-HEPES a una 

temperatura de 35 OC, se colocaron en una caja de cultivo de 4 pozos (Nunc, Dinamarca), 
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y se incubaron en medio de maduración (TCM 199 con 20 % de suero de oveja en estro 

inactivado y 50 ~ de PIE) durante 22 a 24 horas (Figura 7). 

En cada pozo se depositaron hasta 50 ovocitos en 500 ~I en medio de maduración 

Ner Apéndice 1). 

Las condiciones de cultivo a las que fueron sometidos los ovocitos en la 

incubadora fueron: 38.5 oC, 5 % de CO2, 95 % de aire y humedad a saturación, 

conservando estas condiciones para FIV, DIV. 

Figura 7. Ovocitos en medio de maduración. 

La maduración in vitro se evaluó en base al grado de expansión de las células del 

cúmulo, después de las 24 horas de cultivo (Gordon,1997; Wani, 2002). 

7.3. Fertilización in vitro. 

Para la fertilización in vitro se utilizaron solo los ovocitos que tenian íntegras las 

células del cúmulo y se 'descartaron aquellos que mostraron signos de degeneración. La 

fertilización se realizó en cajas de cultivo de 4 pozos, que contenían 500 ).1.1 de medio de 

fertilización. Después de 24 horas de cultivo (maduración), los ovocitos se evaluaron en 

un microscopio estereoscópico, contando la cantidad de ovocitos cuyas células del 

cúmulo mostraron expansión, para obtener así el promedio de ovocitos expandidos. Se 

colocaron como máximo 50 ovocitos expandidos en cada pozo conteniendo medio de 

fertilización. En cada pozo ~ depositaron 425 ~I del medio (medio modificado de Tyrode 

con 0.03 Mg. de albúmina sérica bovina libre de ácidos grasos, 50 ~ piruvato de sodio, 50 

.,tI de PIE) (Apéndice 1). Para la inseminación ,in vitro se usó semen obtenido por la 

técnica de eyaculación en vagina artificial, utilizando únicamente sementales de fertilidad 

probada de los dos tipos raciales. Para las ovejas de lana se utilizó semen de un semental 
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de raza Columbia y para las de pelo uno de raza Pelibuey. El semen fue congelado 

utilizando un diluyente a base de citrato, yema de huevo y glicerol. La fónnula utilizada fue 

la $iguiente: 3.634 g TRIS, 0.5 g glucosa, 1.990 g ácido cítrico, 15 mi yema de huevo, 5 mi 

glicerol, 100,000 UI de penicilina y 100 mg de estreptomicina. Se realizaron los cálculos 

necesarios para que cada pajilla tuviera una concentración de 5Ox106 espennatozoides 

por mI. El semen fue envasado en pajillas de plástico de 0.5 mI. Posterionnente se realizó 

la congelación del semen, y las pajillas fueron almacenadas en un tenno con Nitrógeno 

líquido a una temperatura de -196 oC, hasta su utilización (Figura 8). 

Figura 8. Almacenamiento del semen ovino congelado. 

Una hora ahtes de la fertilización, cada pajilla de semen fue descongelada en baño 

maria a 35 OC por 30 segundos y bajo el microscopio de contraste de fases se analizó el 

porcentaje de motilidad espermática post-descongelación a 400 x. Solamente se utilizaron 

las muestras descongeladas cuyo porcentaje de motilidad fue superior al 50%. Se 

procedió al lavado del semen por centrifugación en un tubo plástico cónico, en dos 

gradientes de concentración (80 y 40 %) de una solución siliconada (Equipure, N idacon , 

Suecia). El tubo se centrifugó a 700 g por 30 minutos, se desechó el sobrenadante y el 

paquete celular obtenido se resuspendió en medio de fertilización. Después, bajo un 

microscopio óptico (Nikon, Japón) a 200 x se evaluó el paquete espennático para 

asegurase de que conservara una motilidad post-lavado mayor del 50 %, ya 400 x se 

realizó el conteo espennático de la muestra de semen, con ayuda de un hemocitómetro 

0fWR, EEUU). 

Una muestra del paquete se diluyó con medio de fertilización y se ajustó para 
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formar una suspensión con 0.5 X 106 espermatozoides en 20 JlI , dosis que se adicionó a 

cada pozo con ovocitos y con 425 ¡..JI de medio de fertilización (Apéndice 1). 

Posteriormente se agregaron 20 ¡..JI de Penicilamina e Hipotaurina (PH) (3 ¡..JI/mi de 

Penicilamina, 1 ¡..Jl/ml de Hipotaurina) (Apéndice 1) para estimular la motilidad . 

Para inducir la capacitación espermática, a cada pozo se añadieron 20 j..J1 de 

Heparina (200 j..Jg/ml Apéndice 1). Los ovocitos y los espermatozoides se co-incubaron en 

las condiciones antes mencionadas durante 18 a 20 horas. 

La FIV se evaluó indirectamente del número de ovocitos que mostraron división. 

7.4. Desarrollo in vitre. 

Una vez transcurrido el período de ca-incubación, los ovo citos se lavaron 2 veces 

en gotas de 100 JlI de medio de fertilización y 3 veces más en gotas de 100 JlI de medio 

de desarrollo Synthetic Oviduct Fluid (SOF) (Apéndice 1). Finalmente, en cajas de 4 

pozos se colocaron de 30 a 50 ovocitos para cada pozo que contenía 500JlI de medio de 

desarrollo SOF, suplementado con 20% de suero inactivado de oveja en estro, con 10% 

de aminoácidos esenciales y no esenciales, y 0.1 % de PIE (Thompson et al., 1992). Los 

ovo citos permanecieron en este medio durante 7 días, las condiciones de cultivo a las que 

fueron sometidos los ovocitos en la incubadora fueron las mismas antes mencionadas, 

reemplazándose el medio cada 48 horas. Una vez transcurridos los 7 días se utilizó un 

microscopio invertido (Nikon, Japón) y a 75 x se evaluó el grado de desarrollo con base al 

número de divisiones que alcanzaron los embriones producidos, así como al porcentaje 

total de embriones que se desarrollaron hasta alcanzar las etapas de mórula y blastocisto. 

7.4.1 . Evaluación embrionaria por desarrollo. 

La clasificación de la etapa o estadía de desarrollo embrionario también se 

determina con el microscopio estereoscópico (Dorn y Kraemer, 1987). Cada embrión 

recibe un número del 1 al 8, de acuerdo a su desarrollo individual (International Embryo 

Transfer Society IETS), como se describe a continuación: 

1. Ovulo; 2. Embrión de 2 a 16 células; 3. Mórula temprana; 

4. Mórula compacta; 5. Blastocisto temprano; 6. Blastocisto maduro; 

7. Blastocisto expandido; 8. Blastocisto eclosionado. 
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7.4.2. Evaluación morfológica de los embriones. 

De acuerdo a la evaluación de su morfología, los embriones de diferente estadía de 

desarrollo pueden clasificarse en cuatro grupos diferentes, dependiendo de la calidad de 

los mismos y de esta forma cada embrión recibe un número del 1 al 4, que indica su 

calidad. La clasificación morfológica (IETS) se describe a continuación: 

Calidad 1. Excelente. El embrión es compacto (la masa celular debe ser mayor al 

85%), esférico, color claro, desarrollo adecuado a su edad, pocas vesículas, sin desechos 

celulares ni blastómeros extruidos. 

Calidad 2. Bueno. El embrión es compacto o con una leve descompactación (por lo 

menos el 50% de las células deben estar intactas), poco irregular, color uniforme, 

desarrollo adecuado a su edad, presencia de pocas vesículas y blastomeros extruídos, 

pocos desechos celulares. 

Calidad 3. Regular. Tienen una descompactación muy marcada (por lo menos el 

25% de las células deben estar intactas), desechos celulares, color oscuro o con zonas 

claras y oscuras, vesículas, blastómeros extruídos y masa pequeña. 

Calidad 4. Malo o No Transferible. 

El embrión tiene una degeneración muy marcada, masa pequeña (menor al 25% de 

lo normal), color oscuro, descompactación, vesículas, irregularidades en los blastómeros. 
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VII. ANALlSIS ESTADíSTICO. 

Los datos fueron analizados mediante una regresión logística PROG LOGISTIC 

del paquete estadístico SAS, 1998, utilizando como variables de respuesta los resultados 

obtenidos en cada etapa del proceso de FIV maduración y fertilización de ovocitos, y 

desarrollo de embriones, como variables independientes la raza (Lana, Pelo) y la semana 

(1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 Y 8). 

El modelo empleado en la regresión logística fue: 

g(x)= [30+ [3,X1+[32X2 

Se utilizó el paquete estadístico SAS para comparar los resultados obtenidos para 

cada tipo racial, con objeto de determinar diferencias en los diversos componentes de la 

FIV entre las dos poblaciones en estudio (SAS, 1998). 
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VIII. RESULTADOS. 

8.1. Ovocitos obtenidos, madurados y fertilizados in vitro, y embriones 

desarrollados in vitro. 

Se utilizaron un total de 251 ovejas de lana y 251 ovejas de pelo. Se descartaron 

los ovarios que no mostraban folículos en la superficie, de manera que de las primeras se 

trabajó con una cantidad total de 411 ovarios y de las últimas con un total de 440. El 

proceso de FIV se llevó a cabo en diferentes grupos, en un período total de 8 semanas, 

durante las cuales se aspiraron un total de 805 folículos de las ovejas de lana y 790 de las 

de pelo. 

El promedio de folículos por ovario fue de 1.9 en ovejas de lana y 1.7 en ovejas 

de pelo. 

Se obtuvieron en total 663 ovocitos de ovejas de lana y 597 de las de pelo. Estos 

fueron utilizados para los procesos de maduración, fertilización y desarrollo embrionario in 

vitro, como se observa en el Cuadro 5. 

El promedio de ovocitos recuperados por ovario fue de 1.6 en ovejas de lana y en 

ovejas de pelo fue de 1.4 (Cuadro 5). 

Se encontró que el porcentaje de recuperación de ovo citos fue de 82% en ovejas 

de lana y 76% en ovejas de pelo, siendo diferentes (P<0.05). 

Cuadro 5. Número de ovejas, ovarios utilizados, folículos aspirados, 
ovocitos obtenidos y madurados, en ovejas de lana y pelo. 

OVEJAS LANA OVEJAS PELO 
N ("lo) N ("lo) 

NUMERO DE OVEJAS 251 251 
NUMERO DE OVARIOS 411 440 
NUMERO DE FOLlCULOS ASPIRADOS 805 790 
PROMEDIO DE FOLlCULOS ASPIRADOS POR OVARIO 1.9 1.7 
NUMERO DE OVOCITOS OBTENIDOS 663 597 
PROMEDIO DE OVOCITOS RECUPERADOS POR OVARIO 1.6 1.4 
NUMERO DE OVOCITOS EN MADURACION y PORCENTAJE 663 (82*) 597 (76) 

* Indica diferencia estadística a P<=0.05 
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Los ovo citos provenientes de ovejas de lana presentaron mayores porcentajes de 

maduración y de fertilización, en comparación con los de ovejas de pelo, mostrando una 

diferencia estadísticamente significativa (P>0.05), como se observa en el Cuadro 6. 

Cuadro 6. Porcentajes obtenidos en ovocitos madurados y fertilizados in vitro. 

PORCENTAJE ODDS RATIO NIVEL DE 
LANA PELO SIGNIFICANCIA 

MADURACION 82 76 1.478 0.0001 
FERTILlZACION 81 75 1.7 0.0001 

* ODDS RATIO = Razones probabilísticas. 

Se sometieron a maduración un total de 663 ovocitos de ovejas de lana y 597 de 

ovejas de pelo, inseminándose 535 ovocitos de ovejas de lana y 446 de ovejas pelo 

siendo diferentes (P<0.05). Se obtuvo un 81 % de ovocitos fertilizados in vitre en ovejas de 

lana y 75% en ovejas de pelo (Cuadro 7). 

Cuadro 7. Números y porcentajes de ovocitos fertilizados y embriones divididos. 

OVEJAS LANA 
N 

NUMERO DE OVOCITOS 535 81* 
FERTILIZADOS 
NUMERO DE OVOCITOS 419 63 (1) 

DIVIDIDOS . 
* Indica diferencia estadlstlca a P<=0.05 

(1) Este porcentaje es en base al número de ovocitos madurados 

(2) Este porcentaje es en base al número de ovocitos fertilizados 

8.1.2. División embrionaria. 

% 

78 \¿) 

OVEJAS PELO 
N % 

446 75 

312 52 P} 70'''} 

En total, 419 ovocitos de ovejas de lana y 312 de ovejas de pelo mostraron 

división. El porcentaje de división, con base en el número de ovo citos madurados, fue de 

63% en ovejas de lana y 52% en ovejas de pelo (Cuadro 7). 

El Cuadro 8 muestra el total de ovo citos y el tipo de embriones desarrollados in 

vitre, en ovejas de lana y pelo. Un total de 419 (52%) embriones de ovejas de lana y 312 

(63%) embriones de ovejas de pelo se desarrollaron in vitre al día 7. De estos, se 

obtuvieron 84 (10%) embriones de 2 células en ovejas de lana y 50 (11 %) en ovejas de 

pelo; 64 (8%) embriones de 4 células en ovejas lana y 46 (10%) en ovejas de pelo; 64 
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(8%) embriones de 8 células en ovejas de lana y 50 (11%) en ovejas de pelo; 64 (15%) 

embriones de 16 células en ovejas de lana y 46 (10%) en ovejas de pelo. Por último el 

número de mórulas fue de 95 (12%) en ovejas de lana y 77 (17%) en ovejas de pelo, y la 

cantidad de blastocistos que se lograron fue de 48 (6%) en ovejas de lana y 43 (10%) en 

ovejas de pelo. No existieron diferencias estadísticamente significativas para el desarrollo 

embrionario in vitro en ninguno de los grados de división evaluados (P>0.05). 

Cuadro 8. Desarrollo embrionario a los 7 días de incubación. 

OVEJAS LANA OVEJAS PELO 
No % No % 

OVOCITOS FERTILIZADOS 535 81 446 74.7 
EMBRIONES 2 CELULAS 84 10 50 11 
EMBRIONES 4 CELULAS 64 8 46 10 

EMBRIONES 8 CELULAS 64 8 50 11 
EMBRIONES 16 CÉLULAS 64 15 46 10 

MÓRULAS 95 12 77 17 

BLASTOCISTOS 48 6 43 10 

EMBRIONES DIVIDIDOS IN VITRO AL OlA 7 419 52 312 63 
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En las Figuras 9 y 10 se muestran dos mórulas y un blastocisto respectivamente, 

desarrollados a partir del grupo de lana al séptimo dra después de la FIV. 

Figura 9. Mórulas de 6 a 8 células en 
el día 7 del desarrollo in vitro. 

Figura 10. Blastocisto expandido 7 
días después de la fertilización in 

vitro. 
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IX. DISCUSiÓN. 

En los últimos años se han introducido nuevas técnicas para mejorar los procesos 

reproductivos en los animales domésticos, que han facilitado el avance en la preservación 

de animales genéticamente valiosos, incrementando la eficiencia reproductiva de los 

mismos. En ovejas de lana, técnicas como la FIV se han enfocado a la producción de 

embriones y de crías. Sin embargo, en gran parte de nuestro país se cuenta con ovejas 

de pelo las cuales han sido introducidas principalmente por sus características de 

adaptabilidad a diversos ambientes y por su prolificidad. Es por esto que sería importante 

contar con un método eficiente para la producción de embriones in vitro que permita el 

aprovechamiento de estas razas. 

La Prueba Preliminar funcionó en forma adecuada, ya que permitió montar la 

técnica de FIV y obtener los primeros resultados en cuanto a maduración y fertilización in 

vitro. Al mismo tiempo, sirvió para observar que estas técnicas, junto con la de desarrollo 

embrionario utilizando SOF, mostraron resultados satisfactorios, indicando que se podría 

iniciar ya el trabajo experimental. 

En este trabajo se utilizaron ovarios de rastro, debido a que son una fuente 

económica de material biológico para estudios de FIV y en algunos países permiten 

obtener ovocitos de calidad aceptable (Cognié et al., 2003; Wani et al., 2000; Ptak et al., 

1999). Cabe mencionar que en países desarrollados, los animales son específicamente 

preparados (engordados) para el sacrificio, llegando al rastro en condiciones corporales y 

sanitarias óptimas. Pero en otros casos, como en nuestro país, usualmente el productor 

envía al rastro una gran cantidad de animales que no fueron preparados para este 

propósito, sino que fueron eliminados como desechos, por patología, o como reactores 

positivos a ciertas enfermedades y obviamente sus condiciones físicas y sanitarias al 

llegar al sacrificio están por debajo de los niveles óptimos. Esto puede influir directamente 

en la cantidad y calidad de ovocitos obtenidos. La cantidad y calidad de ovocitos 

recuperados por ovario es una consideración importante en la producción de embriones in 

vitro, ya que de esto depende el promedio de división embrionaria subsiguiente. 
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Los resultados obtenidos en este trabajo referentes al promedio de folículos 

aspirados por ovario en ovejas de lana (1.9) fueron ligeramente más altos que los 

reportados por Wahid et al. (1992) y por Machatkova et al. (2004), quienes encontraron un 

promedio de 1.2 a 1.4 folículos aspirados por donadora. Cancino (2005) observó que el 

promedio de folículos aspirados en ovejas de pelo fue de 1.8 lo que coincide con lo 

alcanzado en este estudio (1.7). 

El porcentaje de recuperación de ovocitos obtenido en este trabajo (82% ovejas de 

lana y 76% de ovejas de pelo) es similar a lo reportado por Ptak et al. (1999), quienes 

obtuvieron un porcentaje de recuperación de 79.5%, y también a lo observado por Guler 

et al. (2000), quienes reportaron de 60 a 77% de recuperación de ovocitos de ovejas 

sacrificados en rastro. 

Muchos métodos han sido utilizados para la recolección de ovocitos en ganado 

bovino (Kataska, 1984), cabras (Mogas et al., 1992; Pawshe et al., 1994) y ovejas (Wahid 

et al., 1992). Según Wani et al. (2000), los métodos más comunes de recuperación en 

ovejas son el corte (Wahid et al., 1992), la aspiración de folículos visibles (Watson et al., 

1994) y la disección folicular (Fukui et al., 1988). 

En el presente estudio, los ovocitos fueron recolectados mediante aspiración de 

los folículos ováricos visibles de 2-8 mm de diámetro. Wani et al. (2000), hicieron una 

comparación de los tres métodos de recuperación de ovocitos y obtuvieron mayores tasas 

de recuperación con el corte y disección ovárica comparada con la aspiración, aunque en 

. el corte los ovocitos se recuperaban con muchas células extras, lo que dificultaba su 

búsqueda. Sin embargo, Wahid et al. (1992), demostraron que la aspiración de los 

folículos de la superficie ovárica es un método práctico para la recuperación de ovocitos, 

aunque tiene bajos porcentajes comparado con los otros métodos utilizados. Esto se 

atribuye a que por medio de este método no se pueden aspirar los folículos que se 

encuentran dentro de la corteza. 

Los resultados obtenidos en cuanto al promedio de ovo citos recuperados en 

ovejas de lana (1.6) están dentro de los parámetros reportados por Cognié et al. (2003), 

quienes reportan un promedio de 1.5 a 2 ovocitos recuperados p;\\ove~utn ovejas de 

t.\'" "\t)\~ \ ~\.t. 
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pelo, los resultados de este estudio los ovocitos fueron ligeramente menores que las de 

lana (1.4) pero se encuentran en parámetros de otros estudios como el de Rao et al. 

(2002), quienes mencionan que el promedio de ovocitos obtenidos por ovario fue de 1.32 

a 1.5. 

El porcentaje de ovocitos madurados in vitre obtenidos en este trabajo (75-82%) 

se encuentra dentro del rango reportado por diversos autores que trabajaron con ovejas 

de lana como Rao et al. (2002), quienes obtuvieron de 58 a 86%, y por lo reportado por 

Accardo et al. (2004), quienes reportan 60.7%. Sin embargo, los resultados contrastan 

con resultados de Berlinguer et al. (2004), que reportan valores de 87.7 a 90.9%, 

superiores a lo encontrado en este trabajo, pero se encuentra por arriba de lo reportado 

por Wani et al. (2000), que obtuvieron de 62.5 a 66.3%, Wang et al. (1998), quienes 

reportan de 50.3 a 70.1 % Y Cancino (2005), quien obtuvo 63% de ovocitos madurados 

in vitre en ovejas de pelo. 

A pesar de no haber adicionado suplementos hormonales preparados 

comercialmente, que mejoran los porcentajes de MIV, los resultados obtenidos en este 

estudio utilizando suero de oveja en estro, se encuentran dentro de los parámetros 

mencionados por la gran mayoría de los autores (Accardo et al., 2004; Wani et al., 2000; 

Cognié et al., 2003; Rao et al., 2002). Esto coincide con lo reportado por Accardo et al. 

(2004), quienes aseguran que la MIV puede ser realizada sin la presencia de 

gonadotropinas, señalando que la adición de FSH y LH influye directamente sobre el 

porcentaje de blastocistos desarrollados al día 7 y la falta de estas hace que la proporción 

de ovocitos que lleguen a la etapa de blastocisto sea menor. 

En ovejas se han utilizado diferentes tipos de suero durante la MIV, siendo de 

mayor uso el de ovejas en estro inactivado a 56 oC durante 30 minutos en los medios de 

maduración, fertilización y cultivo como suplemento, esto es un procedimiento rutinario. El 

nivel de suero empleado en los diferentes medios de maduración por lo regular es de 20% 

(Gordon, 1994). 

El suero de oveja en estro sustituye perfectamente la utilización de gonadotropinas 

en el medio ya que porque posee componentes que promueven la maduración ovocitaria, 
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tales como hormonas o factores de crecimiento entre las cuales se encuentran esteroides 

como progesterona y las que se elevan durante la fase de estro de la oveja. Este es 

utilizado como recurso nutritivo (Accardo et al., 2004; Wang et al., 1998); razón por la cual 

en este estudio se decidió utilizar suero de oveja en estro, suponiendo que éste brindaría 

las propiedades hormonales requeridas. 

Hay que tener presente que la MIV es un factor altamente limitante en todo el 

proceso de producción de embriones in vitre, en comparación con la evolución de ovocitos 

madurados in vivo que es prácticamente del doble. El desarrollo embrionario es una 

prueba de ello: 49.3% vs. 26.4% de ovocitos madurados in vivo o in vitre que llegaron a 

blastocistos respectivamente (Van de Leemput et al., 1999). 

El éxito de la MIV y de la FIV dependen de la maduración y fertilización completa, 

del tiempo de interacción del ovocito con el medio de fertilización, de la temperatura y de 

la concentración espermática, que son los que juegan los papeles más importantes en la 

fertilización. 

Los porcentajes obtenidos de FIV en este trabajo (81% en ovejas de lana y 75% 

en ovejas de pelo) se consideran satisfactorios si se comparan con reportes como el de 

Stenbak et al. (2001), quienes obtuvieron de 42.3 a 70.5 % Y de Accardo et al. (2004), que 

obtuvieron cifras de 36.7 a 81.4% y similares a los de Ledda et al. (1999) 73.7%, Dattena 

et al. (1999) y Ptak et al. (1999) quienes obtuvieron entre 74.4% y 79.5%. 

Algunos estudios como el de Brown y Radziewic et al. (2004), mencionan cifras 

superiores que alcanzan del 88 a 92%, lo que puede atribuirse a varios factores tales 

como: la calidad de los ovocitos (condición corporal de las ovejas, edad, etapa fisiológica 

reproductiva), tiempo de colección de los ovo citos (momento de sacrificio de la oveja 

hasta la colección de los ovocitos para su MIV, composición del medio (control de pH, 

homogeneidad en la mezcla de los ingredientes) y fertilidad del semen empleado, esto 

sugiere que se requiere abordar estudios particulares que contemplen estos aspectos, 

para determinar si es posible alcanzar mejores niveles. 
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En la maduración y fertilización se observó una diferencia favorable en los ovocitos 

provenientes de ovejas de lana, no se tiene una explicación a este fenómeno, lo cual 

sugiere que debe ser abordado en condiciones controladas de animales en cuanto a su 

edad, peso, condición y época de recolección, dado que estos factores se sabe que 

afectan a las ovejas en condiciones naturales con respecto a su tasa ovulatoria . 

El porcentaje de división obtenido en este trabajo con base en el número de 

ovocitos fertilizados fue 52% embriones divididos en ovejas de lana, trabajos que señalan 

este aspecto están cercanos a esta cifra , por ejemplo Cognié et al. (2003), obtuvieron de 

48 a 56%, mientras que Brown y Radziewic (1998), entre 31 a 46, destaca de este trabajo 

que las de pelo el número embriones divididos a partir de ovocitos fertilizados fue de 

69.9% siendo mayor que los reportes encontrados en ovejas de lana. 

Un aspecto que sobresale de este estudio respecto a otros es el hecho que se 

alcanzó un buen porcentaje de embriones divididos al día 7 (52% en ovejas de lana y 70% 

de ovejas de pelo), comparado con los resultados de Machatkova et al. (2004), quienes 

reportan que la proporción de embriones derivados de ovarios provenientes de ovejas de 

rastro es en promedio de 20%. 

Otro hecho que cabe señalar, es la posibilidad de que algunas divisiones hayan 

ocurrido por partenogénesis. Sin embargo, se ha estudiado el porcentaje de 

partenogénesis espontánea en ovocitos de ovejas, siendo solamente de 2 % (Ledda et aL, 

1997), lo que indica que este problema tiene una mínima incidencia. 

La cantidad de mórulas del total de ovo citos fertilizados en cada grupo fue en 

ovejas de lana de 95 y 77 en ovejas de pelo, representado el 11 .8% y 17.2% 

respectivamente. Lo que se encuentra dentro del rango reportado por Gardner et al. 

(1994), quienes obtuvieron 15% de mórulas desarrolladas in vitro. 

Con respecto al número de blastocistos, se encontraron 48 en ovejas de lana y 43 

en ovejas de pelo, con un porcentaje de 5.9 y 9.6%, a partir del total de ovocitos 

fertilizados, respectivamente. Estos valores son inferiores a los encontrados por múltiples 

autores que realizaron la FIV en ovejas de lana, entre los que se encuentran Berlinguer et 

82 



al. (2004), quienes lograron un rango de 11.8 a 13.7%; Gardner et al. (1994), que 

encontraron 19% de blastocistos transferibles desarrollados in vitro; Ledda et al. (1999) 

18%, Ptak et al. (1999) 29.9%; Dattena et al. (1999) 35.2%; Accardo et al. (2004) y 

Cognié et al. (2003) 53%, así como Brown y Radziewic (1998) que obtuvieron 86% de 

blastocistos divididos al día 7. 

El porcentaje de mórulas y blastocistos obtenidos en este trabajo es inferior a lo 

reportado por la mayoría de los estudios, lo que puede deberse a las diferentes 

situaciones que se encuentran en animales de rastro y que ya fueron señaladas con 

anterioridad, por ejemplo la edad de la oveja o la condición corporal de estas, aunque 

también no se pueden descartar algunos otros elementos como es la adición de FSH y 

LH, que se ha visto influyen directamente sobre la proporción de ovo citos que se 

desarrollan en mórulas y blastocistos. 
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x. CONCLUSIONES. 

La Prueba Preliminar permitió montar la técnica con buenos resultados, lo que 

garantizó en buena medida la aplicación de la técnica en este estudio. 

Se demostró que el protocolo existente en ovejas de lana funcionó en forma 

eficiente en ovejas de pelo, ya que al comparar y evaluar los resultados obtenidos a lo 

largo de todo el proceso de FIV entre los dos grupos de ovinos en estudio, no se 

encontraron diferencias significativas entre ambos grupos raciales. 

Los resultados obtenidos en el proceso de MIV y FIV entre los dos grupos de 

ovinos en estudio, muestran diferencias significativas entre grupos raciales. 

Los porcentajes de MIV y FIV obtenidos en este estudios se consideran 

aceptables en comparación a reportes de otros estudios. 

Los resultados del desarrollo embrionario in vitre, fueron similares en ambos 

grupos. 

Se concluye que los procedimientos utilizados in vitre para la maduración y 

fertilización de ovocitos y el desarrollo de embriones en razas ovinas de lana, se pueden 

utilizar con resultados similares, en razas ovinas de pelo. 

Este trabajo sienta las bases para la realización de futuras investigaciones de 

producción de embriones in vitre en México, aportando información relevante sobre el 

proceso de MIV, FIV y DIV en ovejas de pelo y lana. 
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XI. RECOMENDACIONES PARA FUTURAS INVESTIGACIONES. 

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, esta línea de investigación 

abre la posibilidad de realizar múltiples trabajos que aborden los efectos de la adición de 

diferentes suplementos hormonales como FSH y LH entre otros, complementando el uso 

de suero de oveja en estro, lo que se supone que mejoraría los porcentajes de MIV y por 

consiguiente mejoraría la FIV y el desarrollo in vitra así como el porcentaje total de 

mórulas y blastocistos obtenidos. 

Para futuros trabajos, también sería de interés realizar estudios de la influencia 

que ejerce la condición corporal y la edad de los animales sacrificados en el rastro y por 

consiguiente de los ovarios y ovocitos obtenidos. 

Se podría comparar la obtención de ovocitos in vivo, con los obtenidos en el rastro, 

ya que de obtenerse resultados satisfactorios al utilizarlos, se podrían producir mayor 

cantidad de embriones a partir de una sola hembra de calidad genética superior. 

Para trabajos futuros se sugiere realizar programas de transferencia en fresco con 

los embriones obtenidos in vitra, lo que brindaría una alternativa económica para los 

prod uctores. 

De ser posible, se deberían realizar investigaciones sobre la criopreservación 

(congelación vs. vitrificación) de los embriones desarrollados in vitra, para su posterior 

aprovechamiento, lo que permitiría contar con un banco de embriones disponibles durante 

todo el año. 
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APÉNDICE 1. 

PREPARACiÓN DE MEDIOS. 

TALP Hepes 

Reactivo 
NaCL 
KCI 
NaHC03 

NaH2P04H20 
Hepes 
Lactato de Sodio 
Rojo Fenol (0.5%) 
CaCI22H20* 
MgCI26H20* , 
*Adicionar al final 

Final mM 
114 
3.2 
2 
0.34 
10 
10 
1ul/ml 
2.0 
0.5 

Ajustar el pH a 7.4 cerca del volumen final. 
Adicionar agua al volumen final apropiado. 
Verificar osmolaridad (265-285 mOSM). 
Filtrar dentro de una botella estéril, almacenar a 4 oC y preparar cada dos semanas. 

Medio de Maduración 

Medio TCM 199+ Suero de oveja en estro. 

Marca Reactivo 

Gibco Medio 199 (Sales de Earle) 

Suero de oveja en estro 

Gibco Penicilina Estreptomicina 

Medio de Fertilización (Medio de Tyrode-Lactato) 

Compuesto 
NaCI 
KCI 
NaHC03 

NaH2P04H20 
Lactato de Sodio 
Rojo Fenol (.5%) 
CaCb2H20* 
MgCb6H20* 
' Adicionar a lo ultimo 
Verificar osmolaridad (280-300 mOSM). 
Filtrar en una botella estéril. 
Almacenar a 4 oC. 
pH : 7.2 

Final mM 
114 
3.2 
25.0 
0.34 
10 
1ul/ml 
2.0 
0.5 

Mg/500ml 
3330 
120 
84 
23.8 
1200 
930ul 
500ul 
150 
50 

Cantidad 

4400 ul 

500 ul 

25 ul 

mg/100ml 
666 
23.5 
210.4 
4.7 
186ul 
100ul 
30 
10 
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PENICILINA ESTREPTOMICINA (PIE) 
A. Ingredientes 
100 mi PIS solución (Gibco 15140-122) 
B. Equipo 
Baño Maria (35 oC) 
Pipetas de 10 mi (VWR) 
Tubos de 15 mi con tapa (VWR) 
Microtubos de 1.5 mi (USA Scientific) 
Tubos de Ensaye (VWR) 
Rack de microtubos (USA Scientific) 
C. Procedimiento 
1. Descongelar la botella hasta que los cristales de hielo desaparezcan. 
2. Transferir las alicuotas a los tubos deseados. 
3. Tapar y marcar el tubo con el tipo de producto, número de lote y fecha. 
4. Registrar en el tubo el químico ó producto, número de lote, fecha de expiración y 
técnico. 
5. Almacenar a -20 oC. 

SOLUCION SALINA 0.9% 
A. Ingredientes 
0.9 gramos NaCI (Sigma) 
100 mi Embryos Tested Water (Sigma) 
B. Equipo 
Balanza 
Filtro de 150 mi (VWR) 
Frasco volumétrico de 100 mi (VWR) 
Pipeta desechable 25 mi (VWR) 
C. Procedimiento 
1. Pesar 0.9 mg de NaCI y transferir dentro de un matraz 0.100 mi 
2. O.S. con agua con 100 mi volumen total. 
3. Esterilizar con el filtro y almacenar a temperatura ambiente de manera indefinida. 

Solución PH PARA FIV 
A. Ingredientes. 
2.5 mi de Solución Stock de Penicilamina (2 mM) almacenar a -80 oC (SOP: FIV-Stocks) 
2.5 mi Solución Stock de Hipotaurina (1 mM) almacenada a -80 oC (SOP: FIV-Stocks) 
4.0 mi de Solución salina al 0.9% (SOP: FIV Stocks) 
B. Equipo 
Pipeta desechable 5 mi (VWR) 
Jeringas 10 mi (Norm-Ject ) 
Filtro Acrodisc.2 u (Pets) 
Tubos de 15 mi con tapa (VWR) 
Microtubos 1.5 mi (USA Scientific) 
C. Procedimiento 
1. Adicionar los ingredientes antes mencionados. 
2. Filtrar con filtro de jeringa 
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3. Alicuotar en volumen de 500 ul y almacenar a - 80 oC no más de 2-4 semanas. 
Descongelar brevemente antes de usar. 

SOLUCION STOCK DE HIPOTAURINA (1 mM) 
A. Ingredientes. 
1.09 mg Hipotaurina (Sigma) 
10 mi 0.9% Solución salina 
B. Equipo 
Balanza 
Tubos de 15 mi con tapa (VWR) 
Pipetas de 10 mi (VWR) 
C. Procedimiento 
1. Mezclar los ingredientes antes mencionados. 
2. Alicuotar en volumen de 2.75 mi y congelar a - 80 oC por semanas. 
3. Es preferible usar solución fresca. 

PENICILAMINA (2 mM) 

A. Ingredientes. 
3 mg Penicilamina (Sigma) 
10 mi de solución salina al 0.9% (SOP: FIV-Stocks) 
B. Equipo 
(Ver Hipotaurina) 
C. Procedimiento 
1. Mezclar los ingredientes. 
2. Alicuotar en volumen de 2.75 mi y congelar a -80 oC durante 2-4 semanas. 
3. Usar solución fresca. 

SOLUCION DE HEPARINA PARA FIV 

A. Ingredientes 

Heparina (Sigma) temperatura ambiente. 
0.9% Solución Salina (SOP: IVF-Stocks) 

B. Procedimiento 
Adicionar 50 mg de Heparina a 100 mi de solución salina al 0.9% para una 

concentración final de 0.5 mg/ml. 
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APÉNDICE 2. 

PRUEBA PRELIMINAR. 

1. Metodología 

Animales . 

Se utilizaron dos grupos de ovejas Pelibuey y sus cruzas, cada grupo formado por 

9 hembras (36.5 ± 5 Kg de peso), con una condición corporal de 2.5 a 3 puntos en la 

escala de 1 a 5 (Cruz et al., 1998), de 2 a 4 partos, con 3 a 4 meses post-parto y sin cría 

al pie. En ambos grupos se utilizaron los ovarios extirpados quirúrgicamente de cada una 

de las hembras. 

Colección de ovocitos. 

Las ovejas fueron sometidas a una laparotomía medio ventral, para la que se 

utilizó un tranquilizante (0.04 mg/Kg.; Propiomacina) y un anestésico general (10 mg/kg; 

Clorhidrato de Ketamina) aplicados por vía endovenosa, así como un anestésico local 

(Pisacaína 2%) por vía subcutánea en la zona de incisión. El aparato reproductor fue 

exteriorizado, se registró la talla de los folículos ~2 mm con un vernier electrónico 

(Mitutoyo, Japon). Posteriormente se procedió a aspirar todos los folículos ~3 mm de 

diámetro (Machatkova et al., 1996; Q'Callaghan et al., 2000), con una aguja 20 G 

adaptada a una jeringa de 2 mi que contenía (0.25 a 0.5 mi) medio de colección: TCM-199 

suplementado 100 ~g/ml de Heparina, 2 % de FCS, 100 UI/ml penicilina y 100 ~g/ml de 

estreptomicina (Grazul-Bilska et al., 2003). Después de la aspiración, el contenido de la 

jeringa fue depositado lentamente en una caja de Petri estéril (60 mm, cuadriculada) y se 

dejó reposar por 10· minutos, posteriormente con la ayuda de un microscopio 

estereoscópico a 40 x. Los ovocitbs se buscaron y evaluaron con base a su apariencia 

morfológica, y después fueron lavados 3 veces en medio de maduración previamente 

equilibrado por 2 h en una atmósfera de máxima humedad con 5% de CO2 a 38.5°C 

(Grazul-Bilska et al., 2003). 

Maduración de los ovocitos. 

Los ovocitos seleccionados se depositaron en grupos de 5 a 6 en cajas de Petri 

(35 mm) dentro de gotas de 50 ~I de medio de maduración: TCM-199 suplementado con 

10% de FCS (v/v), 5 ~g/ml de FSH (Sigma F 2293), 5 ~g/ml de LH (Sigma L 5269), 1 
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1-1 g/m I de estradiol (Wang et al., 1998) y 100 UI/ml penicilina y 100 I-Ig/ml de 

estreptomicina. Las gotas fueron cubiertas con aceite mineral, posteriormente las cajas 

con los ovocitos se colocaron dentro de la incubadora por 24 h. 

Fertilización in vitro de los ovocitos. 

Transcurridas las 24 h de maduración, se evaluó morfológicamente la maduración 

de los ovocitos, y todos fueron transferidos al medio de maduración sin hormonas, donde 

se retiraron las células del cúmulo mediante pipeteo cuidadoso con una pipeta de punta 

fina . Los ovocitos se lavaron 4 veces, las dos primeras en medio de maduración y las dos 

restantes con medio de fertilización. Posteriormente se depositaron en 50 1-11 de medio de 

fertilización TALP en grupos de 5 a 6 en cajas de Petri de 35 x 10 mm (Mogas et al., 

1997) suplementado con 1 I-II/ml de hipotaurina (H-1384 SIGMA) Las microgotas se 

cubrieron con aceite mineral previamente estabil izado 2 horas antes en la incubadora. Se 

descongeló una dosis de semen en baño maría a 37°C durante 30 segundos y su 

contenido se depositó en un tubo de centrífuga que contenía 2 gradientes de Percoll (90 y 

45%). Se centrifugó durante 30 min a 700 g Y se eliminó el sobrenadante, conservando 

sólo el paquete de espermatozoides. Después de la comprobar que el paquete 

espermático conservara una motilidad post-lavado mayor del 50%, se midió la 

concentración espermática con un hemocitómetro. Una muestra del paquete se diluyó con 

medio de fertilización y se ajustó para formar una suspensión con 0.5 X 106 

espermatozoides en 20 /ll, dosis que se adicionó al medio que contenía los ovocitos. Las 

cajas con los gametos se co-incubaron por 24 h. 

7.1.5. Cultivo de embriones, 

Al finalizar las 24 h de co-incubación, los ovocitos fueron lavados 4 veces y 

cultivados en medio de fluido sintético de oviducto (SOF) suplementado con 20% de suero 

ovino inactivado y se colocaron dentro de gotas de 50 1-11 de medio de cultivo en cajas de 

Petri (35 mm), cubiertas de una capa de aceite mineral. Las cajas con los embriones se 

colocaron dentro de la incubadora por 48 h, después de lo cual se determinó el porcentaje 

de embriones fertilizados que presentaron división (Hawk y Wall, 1994). Las condiciones 

ambientales utilizadas durante la incubación consistieron en: 38.5° C de temperatura, 

mezcla gaseosa de 5% de C02 y 95 % de aire , mismas que se utilizaron durante la 

maduración, la fertilización y el desarrollo embrionario. 
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2. RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA PRELIMINAR. 

Maduración de ovocitos in vitre. 

Los promedios de ovocitos por oveja sometidos a maduración fueron de 4.0 ± 1.06 

y 4.5 ± 1.06 para los 2 grupos evaluados, sin haber diferencia significativa entre los 

mismos (P>0.05). Los porcentajes totales de ovocitos que maduraron fueron de 81 .81 y 

68.57% para los dos grupos, no habiendo diferencia significativa. 

Fertilización de ovocitos in vitre. 

Con respecto a los promedios de ovocitos fertil izados por oveja, estos fueron de 

3.3 ± 0.61 y de 2.5 ± 0.61 para los dos grupos, dicha diferencia no fue significativa 

(P>0.05). Los porcentajes de ovocitos fertilizados in vitre fueron de 60.60 y 42.86%, sin 

encontrarse diferencia significativa entre ellos. 

Desarrollo embrionario temprano in vitre. 

Los promedios de ovocitos que mostraron desarrollo embrionario temprano por 

oveja (hasta el tercer día de desarrollo, aproximadamente 8 células) fueron de 2.0 ± 0.75 

y de 1.0 ± 0.75 para los dos grupos, respectivamente, no encontrándose diferencia 

significativa (P>0.05). Los porcentajes de embriones que mostraron desarrollo in vitre 

fueron de 60 y 40%, no habiendo diferencia significativa. 
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