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RESUMEN. 

El Quitosán es un polímero parcialmente desacetilado obtenido de la 

desacetilación alcalina de la Quitina, la cual es un polisacárido no ramificado con 

base en glucosa, ampliamente distribuido en la naturaleza como el principal 

componente de los exoesqueletos de los crustáceos e insectos. El Quitosán tiene 

una variedad de propiedades fisicoquímicas y biológicas que tienen numerosas 

aplicaciones. Además de que no es tóxico, no es alergénico, sus características de 

biocompatibilidad, biodegradabilidad y bioactividad hacen que sea una sustancia 

muy atractiva para diversas aplicaciones como un biomaterial en los campos de 

medicina y farmacéutica. El Quitosán estimula el crecimiento celular y se ha 

utilizado en cultivo de fibroblastos, incrementando la proliferación celular. Por 

estas razones es importante evaluar si este polímero tiene un efecto positivo en la 

producción de embriones. El objetivo de este estudio fue evaluar la maduración de 

ovocitos porcinos y el desarrollo embrionario, comparando el efecto de la 

suplementar el medio de maduración in vitro (MIV) y el medio de desarrollo in vitro 

(DIV) con diferentes concentraciones de Quitosán. Los complejos ovocito-células 

del cúmulo (COCs) fueron aspirados de folículos ováricos de cerdas sacrificadas. 

Los COCs fueron madurados en medio TCM-199 suplementado (MIV) y se 

incubaron durante 44 h. Todas las incubaciones se realizaron a 38.5°C, con 5% de 

CO2 en aire y humedad a saturación. Después de la maduración los gametos se 

incubaron conjuntamente en mTBM durante 7 h. Luego los presuntos cigotos 

fueron cultivados en medio NCSU-23 (DIV) por 168 h. Se realizaron los siguientes 

experimentos: 1) Adición de 0 (testigo) y 35 ppm de Quitosán en el medio de MIV 

(n= 704), 2) Adición de 0, 50, 100 y 150 ppm de Quitosán en el medio de MIV 

(n=649), 3) Adición de 0, 50, 100 y 150 ppm de Quitosán en el DIV (n=739), 4) 

adición de 0, 50, 100 y 150 ppm de Quitosán primero en el medio de MIV y luego 

las mismas concentraciones en el DIV (n=702). Cuando se adicionó el Quitosán al 

MIV, el mayor porcentaje de ovocitos madurados (metafase II), se obtuvo en el 

tratamiento con 50 ppm (p<0.05). En cuanto al porcentaje de blastocistos, no hubo 

diferencias con el grupo testigo. Después de la adición de Quitosán a los 

presuntos cigotos en el DIV, el porcentaje de mórulas en el tratamiento de 150 
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ppm fue significativamente mayor con respecto a los otros grupos (p<0.05). Al 

añadir Quitosán tanto al medio de MIV y al de DIV, no hubo efecto sobre el 

desarrollo embrionario. Se concluye que la adición de Quitosán en el medio de 

MIV a una concentración de 50 ppm mejoró significativamente (p<0.05) la 

maduración de ovocitos y una concentración de 150 ppm en el medio de DIV 

aumentó el porcentaje de mórulas. El Quitosán tuvo un efecto positivo, mejorando 

la maduración de ovocitos y el desarrollo embrionario. Estos resultados justifican 

futuras investigaciones para averiguar si el Quitosán puede ser útil como 

suplemento para los medios químicamente definidos. 

Palabras clave: Quitosán, maduración in vitro, desarrollo in vitro, embrión, 

porcino.  
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ABSTRACT. 

Chitosan is a partially deacetylated polymer obtained from the alkaline 

deacetylation of chitin which is a glucose-based unbranched polysaccharide widely 

distributed in nature as the main component of exoskeletons of crustaceans and 

insects. Chitosan has a variety of physicochemical and biological properties 

resulting in numerous applications. In addition to its lack of toxicity and 

allergenicity, and its biocompatibility, biodegradability and bioactivity make it a very 

attractive substance for diverse applications as a biomaterial in pharmaceutical and 

medical fields. Chitosan stimulates cell growth and it has been used in fibroblast 

culture, increasing cell proliferation. For these reasons it is important to evaluate if 

this polymer has a positive effect on embryo production. The aim of this study was 

to evaluate porcine oocyte maturation and embryo development, comparing the 

effect of supplementing different concentrations of Chitosan to the in vitro 

maturation medium (MIV) and to the in vitro development medium (DIV). Cumulus-

oocyte complexes (COCs) were aspirated from ovarian follicles of slaughtered 

sows. COCs were matured in supplemented TCM-199 (MIV) and incubated for 44 

h. All incubations were performed at 38.5 oC, with 5% CO2 in air and humidity at 

saturation. After maturation the gametes were co-incubated in mTBM for 7 h. Then, 

putative zygotes were cultured in NCSU-23 (DIV) for 168 h. The following 

experiments were performed: 1) Addition of 0 (control), 35, 50, 100 and 150 ppm 

Chitosan to the MIV (n=704), 2) Addition of 0, 50, 100 and 150 ppm Chitosan to 

the MIV (n=649), 3) Addition of 0, 50, 100 and 150 ppm Chitosan to the DIV 

(n=739), 4) Addition of 0, 50, 100 and 150 ppm of Chitosan to the MIV first and 

then the same concentrations to the DIV (n=702). When Chitosan was added to 

the MIV, the highest percentage of matured oocytes (metaphase II) was obtained 

in the 50 ppm treatment (p<0.05). Regarding the percentage of blastocysts, there 

were no differences with the control group. After addition of Chitosan to the 

putative zygotes in the DIV, the percentage of morulae in the 150 ppm treatment 

was significantly increased with regard to the other groups (p<0.05). When adding 

Chitosan to both, the MIV and DIV, there was no effect on embryo development. It 

is concluded that the addition of Chitosan to the MIV at a concentration of 50 ppm 
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significantly improved (p<0.05) oocyte maturation and a concentration of 150 ppm 

in the DIV increased the percentage of morulae. Chitosan had a positive effect 

improving oocyte maturation and embryo development. These results justify further 

investigations to find out if Chitosan can be useful as a supplement for chemically 

defined media. 

Keywords: Chitosan, in vitro maturation, in vitro development, embryo, porcine. 
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1 INTRODUCCIÓN. 

La producción in vitro (PIV) de embriones porcinos ha sido de particular interés 

para los investigadores durante muchos años. La PIV permite producir un gran 

número de embriones a un costo relativamente bajo, la disponibilidad de un gran 

número de ovocitos madurados y embriones a través de técnicas de maduración 

in vitro (MIV), fertilización in vitro (FIV) así como de desarrollo in vitro de 

embriones (DIV), es importante para las nuevas tecnologías utilizadas en la 

biomedicina y la ganadería (Gil et al., 2010). La FIV es una técnica para la 

reproducción asistida de mamíferos basada en el cocultivo de espermatozoides y 

ovocitos en condiciones controladas para generar huevos que inicien el cultivo 

embrionario con fines de reproducción, investigación y producción de animales 

seleccionados (Fernández et al., 2010). 

Las aplicaciones que tiene la producción de embriones porcinos en el laboratorio 

son muy numerosas e incluyen la posibilidad de obtener cerdos transgénicos con 

las características de crecimiento, porcentajes de grasa, o resistencia a 

enfermedades que se seleccionen previamente. Asimismo, es importante la 

utilización de los cerdos como modelo biomédico en el campo de la salud humana 

como potenciales donadores de órganos para trasplantes (Somfai e Hirao, 2011). 

Por lo que estas biotecnologías requieren ovocitos maduros y cigotos de buena 

calidad obtenidos de forma sanitaria. 

Sin embargo a pesar de la aplicación de diversas modificaciones en los sistemas 

de PIV, para mejorar la calidad de los embriones, el cultivo de embriones porcinos 

es bastante bajo; en comparación con los producidos in vivo, o con los embriones 

desarrollados in vitro de en otras especies tales como bovinos o ratón (Coy et al., 

1993, Nagai et al., 2006).  

Los principales problemas que se presentan en la PIV de embriones porcinos son: 

1) La inadecuada maduración citoplasmática, que abarca una serie 

acontecimientos como la redistribución de las mitocondrias y gránulos corticales 

(GC), 2) Alto índice de polispermia, es decir, la penetración de los ovocitos 
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porcinos por más de un espermatozoide, 3) También las inadecuadas condiciones 

de cultivo, para los embriones producidos in vitro son responsables de esta baja 

eficacia (Nagai, 2001).  

La penetración de los ovocitos por los espermatozoides en condiciones de 

laboratorio no es difícil, pero debido a la polispermia los embriones que se 

obtienen no suelen ser viables porque mueren antes de llegar a estadios de 

desarrollo avanzados (Dang-Nguyen et al., 2011). Entre las causas que provocan 

la polispermia in vitro, se menciona  una falla en la llamada “reacción de zona”. 

Por este mecanismo, cuando el espermatozoide contacta con la zona pelúcida del 

ovocito (ZP), el contenido de los gránulos corticales (GC) es liberado al espacio 

perivitelino modificando los receptores de la ZP y bloqueando la entrada adicional 

de espermatozoides. Esta falla se ha atribuido a distintas causas, entre ellas un 

retraso en la propia reacción de zona (Sathananthan y Trounson, 1982), a una 

falta de dispersión del contenido cortical en el espacio perivitelino (Cran y Cheng, 

1986) o a una incorrecta maduración citoplasmática del ovocito (Galeati et al., 

1991; Niwa, 1993). 

Zheng et al. (1992) reportan que el semen criopreservado se puede utilizar para 

FIV como alternativa para reducir el problema de la polispermia, de acuerdo a los 

resultados que obtuvieron, ya que el porcentaje de polispermia fue menor y la 

formación de los dos pronúcleos fue mayor con el uso de semen congelado que 

en los ovocitos expuestos a semen fresco. Incluso los espermatozoides de 

epidídimo congelados-descongelados podrían ofrecer ventajas frente al semen 

fresco tal y como ya han sugerido algunos autores (Rath y Niemann, 1997). 

El éxito en la PIV de embriones porcinos a través de las técnicas de MIV-FIV tiene 

un gran potencial como un medio para obtener un gran número de embriones para 

estudios científicos, así como para su aplicación comercial (Abeydeera, 1998a). 

Para lograr el éxito deseado en los sistemas de PIV de embriones, diversos 

autores como Beckmann y Day (1993), Petters y Wells (1993), Pollard et al. 

(1995), Dobrinsky et al. (1996), y Yoshioka et al. (2008), entre otros, han realizado 
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numerosos estudios para estandarizar el uso de componentes químicamente 

definidos, que no afecten las condiciones en las que se cultivan los embriones y 

que favorezcan el cultivo de los embriones durante todas sus etapas.  

Una sustancia ampliamente estudiada desde mediados de la década de 1960 es 

el Quitosán, el cual continúa siendo estudiado sobre todo para aplicaciones 

biomédicas (Khor y Yong, 2003), ya que ha demostrado tener muchas 

propiedades como la biocompatibilidad, biodegradabilidad, además de no ser 

tóxico, estimula el crecimiento y maduración de plantas (Kumar, 2000), así como 

también ha sido utilizado en el cultivo de líneas celulares como los fibroblastos, 

obteniendo buenos resultados en cuanto a la proliferación de dichas células 

(Nguyen y Nguyen 2010). Debido a ello, la importancia de realizar estudios que 

nos permitan verificar si esta sustancia puede tener un efecto positivo sobre la PIV 

de embriones porcinos. 

Se sabe que la principal fuente para obtener el Quitosán es la industria 

procesadora de mariscos (camarones, cangrejos, entre otros), debido a que es 

altamente generadora de desechos sólidos, compuestos principalmente por 

conchas, cabezas y patas de mariscos, que representan del 75% - 85% del peso 

vivo de estos y que contaminan el medio ambiente, convirtiéndose en una carga 

económica para las industrias procesadoras de mariscos, debido a que su 

eliminación es problemática y costosa. En la actualidad existen alternativas 

tecnológicas para el aprovechamiento de estos desechos y su conversión en 

productos de utilidad como es el caso de la Quitina y el Quitosán. La  Quitina es 

un polisacárido natural de alto peso molecular, fácilmente extraíble del 

exosqueleto de crustáceos industrialmente procesados, tales como langosta, 

cangrejo y camarón. El uso creciente de la Quitina, así como de sus derivados, ha 

sido motivado al hecho de que, al contrario de los derivados del petróleo, ésta se 

obtiene de los subproductos de las industrias pesqueras, fuente naturalmente 

renovable, no tóxica y no alergénica; además, antimicrobiana y biodegradable 

(Mármol et al., 2011). 
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El derivado más importante de la Quitina es el Quitosán, material más manejable, 

el cual puede ser procesado para formar escamas, polvos, esferas, membranas, 

esponjas, películas y geles, lo que le confiere características peculiares que lo 

hacen útil en muchas aplicaciones en el campo de la salud, cosmética, tratamiento 

de aguas y otros (Avila, 2010). 
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2 REVISIÓN DE LA LITERATURA 

2.1 Importancia del cerdo en México. 

La carne de cerdo es la más consumida en el mundo, se estima que la producción 

mundial anual es poco menos de 100 millones de toneladas. Considerando como 

los principales productores mundiales de carne de cerdo a países como China, 

Europa, Estados Unidos y Brasil. No obstante el comercio de productos porcinos 

entre México y EUA se incrementó notablemente en un solo sentido y su impacto 

sobre la porcicultura mexicana ha sido motivo constante de preocupación 

(Bobadilla et al., 2010). 

En México, durante el periodo de 1997 - 2007 las importaciones de carne de 

porcino han aumentado un 21.3%, debido al mayor dinamismo del consumo 

nacional que crece un 5.8% comparado con el 3.2% de la producción nacional 

(Pérez-Vera et al., 2010). 

En términos monetarios, 2008 representó un valor total de la producción porcina 

de 30 millones de pesos, aproximadamente el 12% del valor total agropecuario 

mexicano (Bobadilla et al., 2010). 

Además de su importancia en la alimentación humana, los cerdos representan un 

modelo biomédico apropiado para la generación de animales transgénicos, con el 

fin de elaborar productos biológicos y obtener órganos para xenotrasplantes, 

debido a la similitud fisiológica, anatómica y bioquímica con los seres humanos, 

con lo que los órganos obtenidos de cerdos transgénicos tendrían una aplicación 

para trasplantes en humanos. De acuerdo con algunas investigaciones realizadas 

con cerdos transgénicos, se sabe que son capaces de sintetizar proteína C, 

hemoglobina y sustituto de sangre humana (Gadea y García-Vázquez, 2010). Se 

ha reportado la producción de ratones transgénicos, en los que se ha transferido la 

resistencia a enfermedades parasitarias como la cisticercosis por medio del gen 

Qa-2 el cual está relacionado con la resistencia a la cisticercosis (Fragoso et al., 

1998). 
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2.2 Producción de embriones porcinos in vitro. 

La PIV de embriones incluye tres pasos principales consecutivos: la MIV de 

ovocitos inmaduros, la FIV de ovocitos madurados y el DIV de embriones. El 

primer paso, la MIV, es de gran importancia, ya que proporciona los ovocitos 

fertilizables para llevar a cabo la PIV (Somfai e Hirao, 2011). 

Se han desarrollado métodos exitosos para la MIV y FIV de ovocitos porcinos y  

para el DIV de embriones porcinos hasta el desarrollo de blastocisto. Sin embargo, 

la producción eficiente de embriones porcinos a través de las técnicas de MIV / 

FIV se ha visto afectada por la alta incidencia de polispermia y una baja incidencia 

en la formación del pronúcleo masculino.  

Con el fin de incrementar la eficiencia en la MIV y FIV, así como el cultivo 

embrionario, se han desarrollado medios químicamente definidos, los cuales son 

suplementados, tratando de igualar las condiciones que se presentan en el tracto 

genital de la cerda, con sustancias igualmente definidas como son: alcohol 

polivinílico (PVA), cisteína, glucosa, piruvato de sodio, factor de crecimiento 

epidérmico (EGF), hormona luteinizante (LH) y hormona folículo estimulante (FSH) 

(Ducolomb, 2005). La adición de estos suplementos al medio de maduración han 

demostrado dar resultados más eficientes en la maduración nuclear y la expansión 

de las células del cúmulo (Abeydeera y Day, 1997b, Bjrregaard et al., 2004), y con 

ello se ha mejorado la calidad de los embriones obtenidos in vitro para su cultivo 

(Abeydeera, 2002). Algunos autores reportan la utilización de un medio básico 

definido para realizar el procedimiento de PIV de embriones porcinos durante 

todas sus etapas, solo modificando algunas moléculas que se agregan en cada 

una de las etapas (Yoshioka et al., 2008). 
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2.2.1 Generalidades sobre los medios de cultivo para un 
sistema de producción de embriones in vitro. 

El diseño y elaboración de medios de cultivo óptimos, para realizar un sistema de 

PIV de embriones porcinos debería estar en principio, enfocado en aquéllos que 

imiten en la medida de lo posible, las condiciones ambientales a las que está 

sometido el embrión en condiciones in vivo. De esta manera vamos a promover 

una actividad metabólica normal y un desarrollo máximo del embrión in vitro. En 

términos generales, un medio de cultivo embrionario debe de estar compuesto por 

agua, sales inorgánicas, compuestos energéticos, proteínas, aminoácidos, 

quelantes, hormonas del crecimiento o vitaminas y antibióticos. Una vez 

preparados, los medios de cultivo se esterilizan por filtración, haciéndolos pasar a 

través de una membrana con un diámetro de poro de 0.22 μm. Debemos de tener 

en cuenta que algunos de los componentes se pueden degradar 

espontáneamente por lo que se adicionan inmediatamente antes de su utilización 

(Mucci et al., 2006).  

En cualquier medio de cultivo se debe tener presente la osmolaridad que 

necesitan las células que se van a cultivar, así como el mantenimiento del pH. Los 

valores reportados en la literatura para estas dos variables, se ha determinado que 

en el caso de la osmolaridad las secreciones uterinas oscilan entre los 280 ± 20 

mOsm/kg, y en el caso del pH, la mayoría de los embriones de mamíferos 

cultivados in vitro se desarrollan en pH neutro o ligeramente alcalino, 

encontrándose los mejores resultados entre 7.2 y 7.6 (Duque et al., 2003). 

2.2.1.1 Medios de cultivo para la MIV. 

En el caso de la maduración in vitro, se han utilizado diversos medios específicos 

para este procedimiento (Funahashi, 1994a, Yoshida et al., 1992), sin embargo y 

aunque los medios de MIV empleados en los ovocitos porcinos han sido 

numerosos, en cuanto a su composición todos coinciden con ciertos elementos 

básicos que se podrían clasificar, brevemente, en una fuente de componentes 

orgánicos (proteínas, aminoácidos, sustratos energéticos), componentes 

7 
 



electrolitos y otros suplementos. Clásicamente el medio utilizado para la MIV 

porcina ha sido el TCM-199 (medio comercial) con sales de Earle, L-Glutamina y 

bicarbonato de sodio (Romar et al., 2001), suplementado con gonadotropinas. Los 

efectos de la FSH induce expansión de las células del cúmulo así como la 

maduración nuclear in vitro (Fernández et al., 2009), Mattioli et al. (1991) 

demostraron que la mezcla de FSH y LH acelera y facilita la progresión mitótica 

del ovocito, por lo que la estimulación de los ovocitos con FSH, tiene un efecto 

positivo sobre la calidad de los mismos para MIV de aquellos que son obtenidos 

por punción folicular (Mattioli et al., 1991). 

2.2.1.2 Medios de cultivo para la FIV. 

En la actualidad existen muchos sistemas exitosos para la FIV de ovocitos 

porcinos madurados in vivo o in vitro utilizando semen fresco de verraco. En todos 

ellos, los medios de fertilización contienen una macromolécula proteínica tal como 

albúmina de suero bovino (BSA) y suero fetal de ternero (FCS). Se ha demostrado 

que el medio que contiene BSA o FCS mejora el éxito del proceso de fertilización 

in vitro de ovocitos (Wang et al., 1995). 

En los procedimientos de la FIV porcina, el uso de las metilxantinas, como la 

cafeína y la teofilina estimulan y/o modulan la capacidad de penetración de los 

espermatozoides en los ovocitos madurados in vitro por diferentes modos de 

acción, como estimular y mantener la motilidad espermática, al actuar como 

inhibidores de la fosfodiesterasa (PDE), probablemente mediante la elevación de 

los niveles de adenosin mono fosfato cíclico (cAMP). Se ha reportado que la 

cisteína mejora la formación del pronúcleo masculino de ovocitos porcinos cuando 

se añade al medio de MIV (Yoshioka et al., 2003). Recientemente, se ha 

demostrado que la sustitución de la cafeína con la adenosina en los medios de 

fertilización aumentan la incidencia de la penetración monospérmica (por un solo 

espermatozoide) de ovocitos porcinos con semen congelado (Funahashi et al., 

2000). 
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2.2.1.3 Medios de cultivo para el DIV. 

En porcino se han utilizado gran cantidad de medios de cultivo para el DIV desde 

el estadio de cigoto hasta el de blastocisto. Entre ellos destacan el medio Whitten 

(Beckmann y Day, 1993), NCSU 23 (Petters y Wells, 1993), Bavister (Pollard et al., 

1995), BECM-3 (Dobrinsky et al., 1996) o PZM 5 (Yoshioka et al., 2008). De todos 

ellos, el más utilizado por los buenos resultados obtenidos, ha sido el NCSU 23. 

Yoshioka et al. (2002) realizaron un estudio sobre medios basado en la  

composición del fluido oviductal porcino en el que no suplementaban con glucosa  

y lo compararon con el NCSU23. A pesar de que los resultados obtenidos fueron 

similares en cuanto a calidad embrionaria, lo novedoso de este medio fue que 

estaba  químicamente definido. 

2.2.2 Recolección de ovarios. 

Para tener éxito en un programa de PIV de embriones porcinos, es necesario 

realizar una adecuada recolección de ovarios. Los ovarios de los mamíferos 

contienen folículos que se presentan en diferentes estadios de desarrollo, de los 

cuáles solamente una pequeña proporción va a ser utilizada durante la vida 

reproductiva del animal. La recolección de ovocitos permite recuperar y 

aprovechar aquellos folículos no ovulatorios, que bajo condiciones fisiológicas del 

animal, se tornarían en folículos atrésicos, por ello se recurre a estas técnicas de 

recolección de ovocitos con la finalidad de aprovechar al máximo el potencial 

genético de una donadora con los procedimiento in vitro (Fernández et al., 2010). 

En general, los ovarios de las cerdas prepúberes recolectados en un rastro son la 

principal fuente de ovocitos para los procedimientos de rutina, utilizados para la 

maduración in vitro (Coy y Romar, 2002). Por ello es de gran importancia cuidar 

factores como la temperatura de transporte y el tiempo de recolección de los 

ovarios hasta el momento de la aspiración de los ovocitos, ya que pueden influir 

en la calidad de los mismos. Por lo tanto, mantener la viabilidad de los ovocitos 

durante este proceso es fundamental para lograr la maduración de los mismos con 

éxito. Walters y Graves (1998) evaluaron diferentes temperaturas de 
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almacenamiento de ovarios (5, 16, 25, 30 y 37° C), así como el tiempo de 

almacenamiento (2, 6, 10, 14 y 26 h) y el efecto que estas pueden tener sobre la 

maduración de los ovocitos. En todas las temperaturas probadas por estos 

investigadores, la maduración de ovocitos se redujo significativamente a medida 

que el intervalo de almacenamiento se prolongó. Más del 75% de los ovocitos 

completaron la maduración cuando se almacenaron por un periodo de hasta 5 h a 

25 °C. A partir de este estudio los investigadores concluyeron que el 

almacenamiento durante 5 h con intervalos de temperaturas superiores o 

inferiores a 25 °C pone en peligro la capacidad de los ovocitos para completar la 

maduración y lo más probable es que interfiera con su desarrollo posterior. En el 

caso de los ovocitos recuperados de ovarios almacenados durante 8 h a 37 °C, 

después de la MIV y la FIV estos investigadores observaron que se producen 

significativamente menos embriones que los que fueron almacenados a 25 °C Por 

lo tanto concluyeron que las condiciones más adecuadas para el transporte de los 

ovarios es a una temperatura de 25 °C durante un máximo de 5 h para que los 

ovocitos recuperados tengan la capacidad de completar la maduración y el 

desarrollo embrionario después de la fertilización (Abeydeera, 2002). 

2.2.3 Maduración in vitro de los ovocitos. 

Los ovarios de los mamíferos contienen folículos que se encuentran en diferentes 

estadios de desarrollo, de los cuáles solamente una pequeña proporción va a ser 

utilizada durante la vida reproductiva del animal (Wu et al., 2001). Usualmente las 

técnicas que se emplean para la extracción de COCs a partir de los folículos son 

por punción o aspiración con jeringa (Abeydeera, 2002).Una vez obtenidos los 

ovocitos, el diámetro y la morfología de los COCs son buenos indicadores de la 

competencia ovocitaria para producir embriones (Anguita et al., 2007). Se ha 

demostrado que la MIV de ovocitos porcinos en medios definidos, produce 

embriones viables (Ducolomb et al., 2005). 

No obstante, la recolección de ovocitos obtenidos de folículos con un tamaño entre 

3 y 6 mm no garantiza una población de ovocitos en la misma etapa de desarrollo, 
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por lo que es necesario someterlos a un proceso de maduración (Somfai e Hirao, 

2011). 

En general, el proceso de maduración de los ovocitos se puede dividir en dos 

aspectos:  

• Maduración nuclear es un término que se refiere a la reanudación de la 

meiosis y la progresión a la Metafase II (MII).  

• Maduración citoplasmática es un término más amplio que engloba los 

siguientes procesos: acumulación de proteínas y mARN; desarrollo de 

mecanismos reguladores de calcio; cambios en la actividad del factor 

promotor de la maduración (MPF) y proteína cinasa mitogénica activada 

(MAPK); y reorganización de organelos celulares. Estos procesos permiten 

que el ovocito finalice la maduración nuclear, y posteriormente se realice la 

fertilización y el desarrollo embrionario temprano (Fan y Sun, 2004). 

La mayoría de los medios de MIV se complementa con gonadotropinas, 

específicamente, LH y / o FSH, así como otros factores de crecimiento. La adición 

de suplementos hormonales a los medios, mejora la maduración nuclear y 

expansión de los COCs. Mattioli et al., (1991) encontraron que la maduración de 

los ovocitos al estadio de MII es significativamente mayor en la presencia de LH 

(76%) y FSH (86%) que en ausencia de la mismas (35%). En presencia de 

gonadotropinas, la suplementación con EGF no influye en la maduración nuclear. 

Sin embargo, la formación del pronúcleo masculino (PNM) se mejora 

significativamente en presencia de gonadotropinas y EGF, lo cual indica que la 

suplementación de los medios de cultivo, tiene efectos benéficos para mejorar la 

maduración citoplasmática (Abeydeera, 2002). Esto demuestra que la 

suplementación de los medios de cultivo con hormonas facilita la maduración 

nuclear hasta MII, sin embargo una gran proporción de estos ovocitos carecen de 

maduración citoplasmática lo cual se refleja en una baja formación de pronúcleos 

masculinos después de la fertilización. La disminución de la capacidad de los 

ovocitos porcinos madurados in vitro para formar un PNM parece ser debido a la 
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interacción defectuosa entre el medio de cultivo, las células del cúmulo y el 

citoplasma del ovocito durante la MIV (Abeydeera y Day, 1997a). 

Además en la MIV se debe prestar especial atención al manejo del pH y la 

temperatura, para asegurar la síntesis de proteínas y mantener estable la 

morfología del eje meiótico, ya que las alteraciones en estos parámetros 

ocasionan una disminución sobre la capacidad de maduración y fertilización de los 

ovocitos (Jurema y Nogueira, 2006). A pesar de que las condiciones de cultivo 

para la MIV de los ovocitos de especies domésticas se han mejorado 

notablemente, la capacidad de desarrollo de los ovocitos madurados in vitro aún 

es limitada (Rodríguez, 2001). 

Con respecto a las células del cúmulo, todos los autores coinciden en que son 

necesarias a lo largo del proceso de MIV de los ovocitos para una adecuada 

maduración citoplasmática y con ello favorecer la posterior formación del PNM 

(Funahashi y Day, 1997) sin embargo, no parece ocurrir lo mismo con los estudios 

en FIV. Aunque en condiciones in vivo los ovocitos porcinos entran en el oviducto 

y son fecundados rodeados por sus células del cúmulo, actualmente existe una 

controversia sobre el empleo para FIV de ovocitos desnudos o rodeados por una 

parte de sus células del cúmulo debido a los resultados contradictorios alcanzados 

por los distintos autores (Chiuchi et al., 1993; Wang et al., 1994; Ka et al., 1997; 

Campos et al., 2001). 

2.2.4 Fertilización in vitro. 

La FIV es una técnica fundamental para la reproducción asistida de mamíferos, la 

cual está basada en el cocultivo de espermatozoides y óvulos en condiciones 

controladas para generar huevos que inicien el desarrollo embrionario con fines de 

reproducción, investigación y producción de animales seleccionados (Muñoz, 

2005). 

Las investigaciones sobre FIV se iniciaron al final de la década de 1950, cuando 

se produjo el nacimiento de conejos por esta técnica. Aunque la FIV progresó 

rápidamente en especies de mamíferos de laboratorio, su desarrollo fue más lento 
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en las especies domésticas, ya que el nacimiento de la primera ternera mediante 

FIV se logró en 1982. Estos veinte años de retraso fueron consecuencia de 

problemas metodológicos, ya que las condiciones requeridas para la capacitación 

espermática, la MIV de ovocitos y el desarrollo embrionario pre implantación, 

difieren entre las diversas especies de mamíferos (Ducolomb et al., 2005). 

Un espermatozoide para poder fertilizar, debe estar vivo, ser móvil y tener una 

morfología razonablemente normal (Saacke, 2003). El éxito en la FIV de ovocitos 

madurados in vitro se ha realizado mediante el uso de varios tipos de medios de 

fertilización en relación con el uso de semen fresco o congelado. En el caso de 

porcinos, el semen fresco es todavía la principal fuente de espermatozoides para 

realizar estudios de FIV, debido a que en muchos laboratorios, la crioconservación 

exitosa del semen aun es compleja y pasa por diversas dificultades (Abeydeera, 

2002, Ducolomb et al., 2009). 

Una vez que los COCs han madurado y los espermatozoides han sido capacitados 

in vitro, se hace la fertilización, para que ocurra la penetración de estos 

espermatozoides en los ovocitos madurados (García, 2005), para concluir este 

proceso ambos gametos deben ser cocultivados por unas 6 h (Abeydeera y Day, 

1997a). 

2.2.5 Desarrollo de embriones. 

Los primeros intentos de cultivar embriones porcinos para su desarrollo in vitro 

fueron desalentadores al comprobar la existencia de un bloqueo en el estadio de 4 

células. Este estadio es el más sensible y difícil de sobrepasar bajo condiciones in 

vitro. Sin embargo, en la última década se han formulado diferentes medios 

(Cuadro 1) que permiten el desarrollo embrionario in vitro desde el estadio de una 

a 2 células hasta el estadio de blastocisto, tanto de embriones producidos in vivo 

como de embriones producidos a partir de ovocitos madurados y fecundados in 

vitro (Petters y Wells, 1993). La adición de aminoácidos como la glutamina, la cual 

supone una fuente de energía, la taurina o la hipotaurina (Petter y Reed, 1991; 

Reed y et al., 1992) o el sorbitol como sustituto de éstas (NCSU-37; Petters y 
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Wells, 1993) ha mejorado sustancialmente el desarrollo in vitro de embriones 

porcinos. También es conocida la importancia de la adición de BSA a los medios 

de cultivo, como suplemento de proteína, para la producción de embriones in vitro 

(Wright 1977, Menino y Wright 1982; Youngs y McGinnis, 1990; Beckmann et al., 

1990; Bavister, 1995). 

Sin embargo, la eficiencia en el desarrollo embrionario in vitro es aún muy baja, 

incluso con métodos mejorados que promueven la formación pronuclear y la 

penetración monospérmica (Funahashi et al., 1994a). Efectivamente, se ha 

comprobado que los embriones producidos in vitro y transferidos, 6 h después de 

la FIV, a oviductos de las receptoras para su cultivo durante 5 días, presentan un 

mayor número de núcleos en su masa celular interna (más de 100 núcleos) 

(Funahashi et al., 1994b) que cuando los embriones fueron desarrollados in vitro 

durante dicho periodo (Funahashi et al., 1994b). Desde hace algunos años, se 

intentan mejorar las condiciones de desarrollo in vitro mediante la adición de 

diferentes sustancias así como la sustitución de algunos medios por otros durante 

el cultivo. De esta manera, se ha comprobado que reemplazar BSA por FCS en el 

medio BECM-3 el día 5 de cultivo (Dobrinsky et al., 1996) o transferir embriones 

procedentes del medio CZB al medio esencial mínimo de Eagle modificado, 

conteniendo un 20% de FCS (Pollard et al., 1995), mejora la incidencia de 

blastocistos eclosionados e incrementa su número de células. 
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Cuadro 1. Medios usados para el desarrollo in vitro de embriones porcinos (Gil, 

2001). 

MEDIOS AUTORES 

Whitten´s1 Whitten y Biggers (1968) 

BMOC.22 Brinster (1969) 

MKRB3 Davis y Day (1978) 

NCSU-64 Petters et al., (1990) 

CZB5 Chatot et al., (1989); Misener et al., (1991) 

TLH6 Hagen et al., (1991) 

NCSU-37 Petters (1992) 

NCSU-23 Petters y Red (1991); Petters (1992) 

ISU7 Youngs et al., (1993) 

BECM-38 Dobrinsky et al., (1996) 

1: Modificado posteriormente por Wright, (1977); Beckmann y Day (1993); French et al., 

(1993); Youngs y Mcginnis (1990); Youngs et al., (1993). 2: Brinster Modified Oocyte 

Culture Medium 3: Krebs Ringer Bicarbonate. 4: North Carolina State University. 5: 

Chalot-Ziomek-Bavister. 6: Tyrode’s Hepes. 7: Iowa State University. 8: Beltsville Embryo 

Culture Medium. 
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2.3 Quitosán. 

2.3.1 Generalidades de la Quitina y obtención de Quitosán. 

La Quitina es un polisacárido que se encuentra principalmente en las conchas de 

crustáceos y formando parte del exoesqueleto de los insectos, así como también 

en las paredes celulares de muchos hongos, bacterias, levaduras y algas (Laréz, 

2003). Por su amplia distribución en la naturaleza, la Quitina, descubierta por 

Braconnot en 1811, es el segundo polisacárido en abundancia, después de la 

celulosa. Posteriormente Odier en 1823 (Khoushab y Yamabhai, 2010), reportó 

haber encontrado la misma sustancia en la estructura en algunos insectos y 

plantas, llamándola “Quitina” (Khoushab y Yamabhai, 2010). 

La Quitina al igual que la celulosa, es un polisacárido no ramificado de glucosa, 

que se diferencia de la celulosa en el carbono C-2 por tener un residuo acetamido 

en lugar de un grupo hidroxilo. El Quitosán es un derivado de la Quitina, el cual es 

un polímero de acetil glucosamina (Figura 1) obtenido después de una 

desacetilación alcalina parcial de la Quitina, compuesto de copolímeros de 

glucosamina y N-acetil glucosamina y que abarca una serie de polímeros que 

pueden variar en peso molecular (Senel y McClure, 2004). 

El Quitosán fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontró que al tratar 

Quitina con una solución caliente de hidróxido de potasio se obtenía un producto 

soluble en ácidos orgánicos (Laréz, 2003). 

La Quitina y el Quitosán son polímeros lineales de N-acetil glucosamina (GlcNAc) 

y N-glucosamina (GlcN) enlazados por uniones beta-(1-4), que produce una 

estructura rígida no ramificada. La Quitina se compone de unidades acetilados 

predominantemente, mientras que en el Quitosán predominan las unidades 

desacetilados. Por otra parte la distribución del peso molecular, y el patrón de N-

acetilación se utilizan para describir la estructura de estos polímeros (Mourya et 

al., 2011). La diferencia en las propiedades de estos materiales puede llegar a ser 

notable, como por ejemplo la distinta solubilidad en medio acuoso que pueden 
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llegar a tener (Laréz, 2003). Comercialmente, la Quitina y el Quitosán se obtienen 

de fuentes de mariscos como cangrejos y camarón (Khor y Lim, 2003). 

 
Figura 1. Estructura química de la quitina y del Quitosán. Arriba estructura de la quitina, 
abajo estructura del Quitosán (Majeti, 2000). 

La historia de la Quitina y sus derivados como aceleradores de la cicatrización de 

heridas comenzó con los estudios de Prudden et al., (1957), quienes notaron que 

el cartílago de tiburón había acelerado la curación de heridas y sugiriendo la 

glucosamina, que es un componente de cartílago de tiburón, que funcionó como 

un acelerador de la curación. Por lo tanto, identificaron el GlcNAc, derivado de la 

glucosamina, como un acelerador de la cicatrización de heridas. El Quitosán actúa 

como acelerador de la cicatrización de heridas interviniendo en la formación de 

nuevo tejido (conocido como granulación), el cual se debe formar antes de que el 
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epitelio crezca sobre una herida y actualmente ya es utilizado en medicina 

veterinaria (Ueno et al., 2001). 

2.3.2 Aplicaciones del Quitosán. 

El Quitosán posee una gran cantidad propiedades que lo hacen muy valioso en el 

campo de la biomedicina,  por lo cual los investigadores le han dado gran cantidad 

de usos, algunos de ellos son: 

• Cicatrización de heridas. Estos polímeros y sus productos aceleran la 

cicatrización de heridas, reducen la frecuencia de tratamiento, y dan 

protección y disminuyen el dolor en heridas superficiales. Además de 

acelerar la curación de heridas, el Quitosán es también capaz de activar las 

defensas del huésped para prevenir la infección, lo que ofrece una 

alternativa al uso de antibióticos (Senel y McClure, 2004). 

• Actividad antimicrobiana. Se ha demostrado que el Quitosán proporciona 

inhibición de la proliferación bacteriana en el tratamiento de heridas 

infectadas. La actividad antimicrobiana de Quitosán se ha reconocido 

contra varias bacterias y hongos, y está influenciada por una serie de 

factores que incluyen el tipo de Quitosán, el grado de polimerización y sus 

otras propiedades (Mi et al., 2003). El mecanismo exacto por el cual 

Quitosán ejerce su actividad antimicrobiana es actualmente desconocido, 

se ha sugerido que la naturaleza policatiónica de este biopolímero, la cual 

se forma a partir de soluciones ácidas por debajo de pH 6.5, es un factor 

importante en su actividad contra algunos microorganismos. Por lo tanto, se 

ha propuesto que los grupos amino cargados positivamente de las unidades 

de glucosamina interactúan con componentes cargados negativamente en 

las membranas celulares microbianas, alterando sus propiedades de 

barrera, y evitando de este modo la entrada de nutrientes o causando la 

fuga de los contenidos intracelulares. Otro mecanismo propuesto implica la 

penetración de Quitosán de bajo peso molecular en la célula, la unión a 

ADN y la posterior inhibición de la síntesis de ARN y proteínas. Se ha 
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demostrado que el Quitosán activa varios procesos de defensa en los 

tejidos vegetales e inhibe la producción de toxinas así como el crecimiento 

microbiano debido a su capacidad de quelar iones metálicos (Miranda y 

Lizárraga, 2012). 

• Regeneración de tejidos. Una de las características más prometedoras del 

Quitosán es su excelente capacidad para ser procesada en estructuras 

porosas para su uso en el trasplante de células y regeneración de tejidos 

porosos. Las propiedades mecánicas de andamios de Quitosán dependen 

en gran medida los tamaños del poro y orientaciones de los poros (Khor y 

Lim, 2003). 

• Analgesia. El principal efecto analgésico del Quitosán se debe a la 

absorción de protones liberados en el lugar de la inflamación, mientras que 

el efecto de la Quitina se debe a la absorción de la bradicinina. El Quitosán 

y Quitosán N-O-carboximetil incorporado con la morfina se han utilizado 

para desarrollar un producto que proporcione de 8 a 12 h de analgesia 

eficaz y que es barato, no irritante en el sitio de inyección y sin efectos 

secundarios distintos a los normalmente asociados a la morfina (Khoushab 

y Yamabhai, 2010). 

2.3.3 Quitooligómeros. 

Las tendencias recientes en el campo de la investigación sobre la Quitina se han 

centrado en los oligosacáridos, que son más solubles y tienen varios efectos 

biológicos atractivos. N-acetil-quito oligosacárido y quito oligosacárido (COS) se 

originó a partir de la Quitina y el Quitosán, respectivamente. Los oligómeros de 

Quitina y Quitosán pueden obtenerse tanto química y enzimáticamente (Khoushab 

y Yamabhai, 2012). 

2.3.4 Propiedades de los quitooligómeros. 

Se ha demostrado que los quitooligosacáridos aceleran los efectos curativos del 

alcohol polivinílico en heridas (PVA) si se utiliza en las etapas iniciales del proceso 
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de curación. Se ha demostrado que los quitooligosacáridos pueden inhibir el 

crecimiento de Actinobacillus, lo que indica que tiene actividad antimicrobiana 

(Choi et al., 2001), así como efectos inhibitorios sobre el crecimiento de tumores y 

la metástasis del cáncer de pulmón en ratones (Shen et al., 2009). También 

pueden inducir la producción de interleucinas 1 y 2, y en consecuencia, contribuir 

a mejorar la función de los macrófagos, asesinos naturales, células T citotóxicas y 

leucocitos polimorfonucleares, en los mecanismos de defensa. La actividad anti-

metastásica de acetilquitohexosa contra el carcinoma pulmonar de Lewis en 

ratones (Khoushab y Yamabhai, 2010). 

2.3.5 Propiedades biológicas. 

El Quitosán es insoluble a un pH neutro y alcalino, forma sales solubles en agua 

con ácidos inorgánicos y orgánicos, incluyendo, ácidos clorhídrico, glutámico, 

láctico y acético. Recientemente, se ha dado gran importancia a los derivados del 

Quitosán con un grado de desacetilación definido y despolimerización debido a 

sus propiedades fisicoquímicas significativamente diferentes. El grado de 

acetilación representa la proporción de unidades N-acetil-D-Glucosamina con 

respecto al número total de unidades. Las propiedades del Quitosán (por ejemplo 

pKa y solubilidad) pueden ser modificadas cambiando sus propiedades como el 

grado de desacetilación y formulación tales como el pH y fuerza iónica. A pH 

neutro, la mayoría de las moléculas de Quitosán pierden su carga y el precipitado 

de la solución (Senel y McClure, 2004). 

La Quitina y el Quitosán están dotados de actividad bioquímica, excelente 

biocompatibilidad, y completa biodegradabilidad, en combinación con una baja 

toxicidad. La gran cantidad de conocimientos relacionados con la Quitina se 

extiende más allá de las fronteras de los clásicos campos de la ciencia, e incluye 

la ecología, microbiología, zoología, entomología, enzimología, por mencionar sólo 

algunas de las áreas dispares, donde la Quitina juega un papel importante 

(Muzzarelli y Muzzarelli, 2005). 
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3 JUSTIFICACIÓN. 

El uso de embriones porcinos para la investigación ha aumentado drásticamente, 

en sustitución de los roedores, como animal “modelo” por su mayor tamaño (Wall 

et al., 1997) y sus características fisiológicas más cercanas a la especie humana. 

Actualmente se utilizan para realizar distintos programas de tecnología 

transgénica, además de buscar el mejoramiento genético y la recuperación de 

cerdos con características especiales.  

Sin embargo, a pesar de las expectativas en el campo de biomedicina, la 

obtención in vitro de embriones porcinos hoy en día cuenta con algunas 

limitaciones y un resultado final de la técnica entre el 30-40% de blastocistos 

(Muñoz, 2005). 

La eficiente producción in vitro de embriones porcinos normales nos permitiría 

obtener no sólo material para aplicaciones genéticas, sino también descubrir 

información sobre los mecanismos básicos de la fertilización y el desarrollo 

embrionario. En la especie porcina, la polispermia es uno de los mayores 

problemas asociados a la FIV (Funahashi y Day, 1997) ya que supone una 

condición letal en los embriones de mamíferos (Biswas, 2011), aunque los intentos 

que se han realizado para superar este problema han sido y continúan siendo 

numerosos (Coy et al., 1993; Niwa, 1993; Nagai, 1994; Funahashi y Day, 1997; 

Funahashi y Nagai, 2001). 

El desajuste entre las condiciones in vivo contra in vitro sugiere la necesidad de 

realizar nuevos estudios en el ámbito de medios de cultivo, estudiando la 

posibilidad de formular nuevos medios para FIV o bien adecuando los ya 

existentes, adicionándoles suplementos químicamente definidos que puedan 

favorecer los resultados obtenidos (Romar et al., 2001). 

Otro enfoque alternativo para la promoción del sistema de PIV es establecer un 

sistema de cultivo utilizando sólo medios químicamente definidos. Un medio 

químicamente definido elimina factores desconocidos presentes en los materiales 
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biológicos tales como suero o albúmina sérica, la aplicación de un medio 

químicamente definido para embriones PIV tiene grandes ventajas, especialmente 

para estudiar el mecanismo y el efecto de productos químicos en el cultivo 

embrionario (Dang-Nguyen et al., 2011).  
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4 HIPÓTESIS 

La adición de Quitosán a los medios de MIV y/o DIV mejorará la calidad de los 

ovocitos  madurados in vitro y los embriones porcinos producidos in vitro. 

 

5 OBJETIVOS. 

Objetivo general. 

Evaluar la  calidad de ovocitos madurados in vitro y de los embriones porcinos 

producidos in vitro en medios de cultivo suplementados con Quitosán. 

Objetivos específicos. 

Evaluar el porcentaje de maduración de ovocitos cultivados en presencia de 

Quitosán. 

Evaluar el desarrollo embrionario de ovocitos madurados in vitro en presencia de 

Quitosán en el medio de maduración. 

Evaluar el desarrollo embrionario al agregar Quitosán en solución al medio de 

maduración y posteriormente al medio de desarrollo embrionario. 

Evaluar el desarrollo embrionario al agregar Quitosán en solución al medio de 

desarrollo embrionario. 
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6 MATERIAL Y MÉTODOS. 

Se realizaron 4 experimentos, todos bajo el mismo procedimiento de producción 

embrionaria, los ovocitos y cigotos se distribuyeron aleatoriamente en los 

diferentes grupos, con las diferentes concentraciones de Quitosán y los grupos 

testigo de cada experimento. A menos que se indique otra marca, los reactivos 

utilizados en este trabajo fueron de la marca Sigma-Chemical Co (St. Louis, MO, 

EUA). 

El Quitosán comercial utilizado es un quitooligosacárido de bajo peso molecular 

(3.5 kilodaltons) (FACOS®, Kitto Life, Seúl, Corea). Se preparó una solución stock 

de Quitosán 1:200 en medio de MIV y otra solución stock de Quitosán 1:200 en 

medio de DIV, de las cuales se tomó la cantidad necesaria para agregarla al 

medio de MIV y DIV respectivamente y obtener las concentraciones finales de 35, 

50, 100 y 150 ppm para cada grupo en según el  experimento realizado.  

 

Experimento 1. Evaluación del efecto del Quitosán (35 ppm) en el medio de 
maduración en la MIV.  

S seleccionaron los COCs que presentaban buena calidad, es decir que 

estuvieran rodeados por varias capas de células de la granulosa y con  un 

citoplasma de aspecto homogéneo. Los COCs obtenidos se cultivaron en medio 

de MIV (Cuadro B) distribuidos en 2 diferentes grupos: Grupo 1 o testigo, sin la 

presencia de Quitosán, y Grupo 2, COCs tratados con 35 ppm (35 µg/ml) de 

Quitosán, con la finalidad de evaluar la maduración de los mismos. 
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Experimento 2. Evaluación del efecto de di ferentes concentraciones de 
Quitosán, en el  medio de m aduración, en la MIV y en el desarrollo 
embrionario. 

Para verificar que el resultado en el experimento anterior se debía al efecto del 

Quitosán se decidió incrementar las concentraciones del Quitosán en el medio de 

MIV, empleando  las concentraciones finales de 50 ppm (50 µg/ml), 100 ppm (100 

µg/ml) y 150 ppm (150 µg/ml). 

En la primera etapa, después de incubar los COCs durante 44 h (Ducolomb et al., 

2005) en medio de maduración, el 50% de los ovocitos se utilizaron para valorar la 

maduración, mediante la fijación y posterior tinción con aceto-orceína como se 

mencionó anteriormente. 

El otro 50% de los ovocitos se fertilizaron para evaluar su desarrollo después de 

168 h de incubación post fertilización. 

Experimento 3. Evaluación del efecto diferentes concentraciones (50, 100 
150 ppm) de Quitosán en el medio de DIV sobre el desarrollo embrionario. 
 

Para este experimento los 739 cigotos obtenidos del experimento 2, fueron 

divididos aleatoriamente en 4 grupos con las diferentes concentraciones de 

Quitosán: Grupo 1 o testigo, los cigotos fueron cultivados en medio NCSU-23 sin 

la adición de Quitosán; Grupo 2, suplementado con 50 ppm de Quitosán, Grupo 3, 

los cigotos fueron cultivados en medio DIV en presencia de Quitosán a 100 ppm; y 

Grupo 4, con adición de Quitosán al medio de DIV a una concentración de 150 

ppm. 

Para realizar la evaluación del desarrollo embrionario a los 7 días desde el 

comienzo de la FIV, se utilizó un microscopio invertido (Leica DMIL LED, 

Alemania) con el cual se clasificaron los embriones según su grado de desarrollo. 
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Experimento 4. Evaluación del efecto de di ferentes concentraciones de 
Quitosán en el medio de MIV y en el de DIV sobre el desarrollo embrionario.  
 

Durante este experimento, los cigotos fueron divididos aleatoriamente en 4 grupos: 

Grupo 1 o testigo, no se agregó Quitosán ni en el medio de MIV ni en el de DIV; 

Grupo 2, se adicionó Quitosán en el medio de MIV a 50 ppm y al cambiarlos al 

medio de DIV también se les agregó 50 ppm de Quitosán; Grupo 3, Los presuntos 

COCs fueron cultivados con 100 ppm de Quitosán en medio de MIV y 

posteriormente  los presuntos cigotos se cultivaron en medio de DIV con 100 ppm 

de Quitosán; Grupo 4, a este grupo se le agregaron 150 ppm tanto en medio de 

MIV como en el de DIV. 

 

6.1 Recolección de Ovarios. 

Los ovarios se obtuvieron de cerdas púberes con un peso promedio de 90 a 100 

kg, sacrificadas en el rastro TIF PIGAMEX, ubicado en Tepatitlán, Jalisco. De 

donde fueron transportados al laboratorio acuático-pecuario del Centro Nacional 

de Recursos Genéticos, en una solución de NaCl 0.157 M a una temperatura entre 

25 y 28°C (Ducolomb et al., 2005), en un tiempo máximo de 2 h (Abeydeera, 2002, 

Ducolomb et al., 2009). Una vez en el laboratorio, los ovarios obtenidos se lavaron 

en dos ocasiones con solución salina para eliminar restos de sangre y suciedad y 

con ello disminuir los riesgos de contaminación. 

6.2 Recuperación de ovocitos. 

Para obtener los COCs se aspiraron de los ovarios obtenidos, folículos de 3 a 6 

mm con una jeringa de 10 ml y una aguja hipodérmica calibre 18, por medio de 

vacío. El líquido folicular fue recogido en un tubo cónico de 50 ml (Nunc, USA) 

dejándolo sedimentar por 20 min. El sobrenadante se desechó y el sedimento se 

resuspendió en dos ocasiones con medio de Tyrode modificado suplementado con 

lactato de sodio a 10 mM, HEPES 10 mM y de alcohol polivinílico al 0.1% (TL-

HEPES-PVA) a un pH de 7.3 a 7.4 (Wang et al., 1995). El sedimento resultante se 
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vació en una caja de petri de 100 x 15 (Nunc, USA) con 10 ml de medio TL-

HEPES-PVA para realizar la búsqueda de los COCs en un microscopio 

estereoscópico a 25x (Leica M50, Alemania). 

6.3 Selección de complejos ovocito-células del cúmulo. 

Los criterios de selección de los COCs fueron los descritos por Sánchez y Silva 

(2003), bajo el microscopio estereoscópico a un aumento de 25x, y clasificados 

como aptos (categorías I y II) o no aptos (categorías III y IV) para la MIV. Esto con 

base en las características de las células del cúmulo, de la corona radiada y en la 

homogeneidad del citoplasma del ovocito (Mattioli et al., 1991). 

- COCs categoría I (Excelentes). Los ovocitos presentan citoplasma oscuro 

uniforme combinado con 5 ó más capas compactas del cúmulo. 

- COCs categoría II (Buenos). Los ovocitos presentan citoplasma oscuro uniforme 

conjuntamente con una corona radiada completa, pero menos de 5 capas del 

cúmulo. 

- COCs categoría III (Regulares). Los ovocitos presentan una pérdida de la 

uniformidad del citoplasma, la corona radiada se presenta incompleta y las capas 

del cúmulo presentes son menos compactas. 

- COCs categoría IV (Malos). Los ovocitos presentan citoplasma no homogéneo o 

muy fragmentado y las células de la corona y del cúmulo se encuentran 

disgregadas o ausentes en su totalidad. 

6.4 Maduración de COCs. 

Una vez seleccionados los COCs, fueron lavados tres veces en gotas de 500 µl de 

medio de maduración TCM-199 con sales de Earle, L-glutamina y bicarbonato de 

sodio (IN VITRO, México), suplementado con D-glucosa 3.05 mM, piruvato de 

sodio 0.91 mM, PVA 0.1%, cisteína 0.57 mM y EGF 10 ng/ml. Se colocaron 50 

COCs en cada pozo de una placa de cuatro pozos (Nunc, USA), en 500 µl de 

medio de maduración suplementado con 0.5 mg/ml de LH y 0.5 mg/ml FSH 
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(Abeydeera et al., 1998ab), los pozos fueron cubiertos con aceite mineral (Fisher 

Scientific, USA.) y se colocaron en la incubadora (Binder, Alemania) durante 44 h 

(Wang et al., 1995). 

Transcurrido el tiempo de cultivo, 20% de los COCs fueron fijados y teñidos para 

evaluar la maduración y el resto fueron destinados para la fertilización y desarrollo 

embrionario in vitro. 

6.5 Fertilización in vitro. 

Para realizar la FIV se utilizó el medio amortiguador Tris modificado (mTBM) que 

consta de NaCl 113.1 mM, KCl 3 mM, CaCl2 2H2O 7.5 mM, Tris 20 mM, glucosa 

11 mM y piruvato de sodio 5 mM, suplementado con BSA 0.4% y cafeína 2.5 mM 

(Abeydeera et al., 1998). 

Después de la MIV, se realizó la FIV según lo descrito por Abeydeera et al. 

(1998ab) con modificaciones. La preparación de los COCs para realizar la técnica 

de FIV, fue mediante la denudación de los mismos mediante un vortex (Genie 2, 

USA) para eliminar las células del cúmulo. Los ovocitos desnudos se lavaron dos 

veces en gotas de 500 µl de medio de maduración y tres veces en gotas 500µl de 

FIV. Posteriormente se colocaron 30 ovocitos en micro gotas de 50 µl de mTBM 

cubiertas con aceite mineral en cajas de petri de 35 x 10 (Nunc, USA) y se 

incubaron a 39 °C con 5% de CO2 en aire y humedad a saturación hasta el 

proceso de fertilización (Abeydeera et al., 1998ab).  

Para la fertilización se utilizó semen congelado, el cual se descongelo en agua a 

37ºC durante 30 seg, y para capacitar los espermatozoides se utilizó gradientes de 

Percoll al 90 y 45% (v/v), sobre el que se depositaron 500 µl de semen (Canovas, 

2007), en un tubo cónico de 15 ml (Nunc, USA), el Percoll se equilibró 

previamente a una temperatura de 37°C; posteriormente se centrifugó a 2700 rpm 

por 20min (Thermo Scientific CL2, China); el sobrenadante se eliminó y el 

sedimento se diluyó con 4 ml de medio mTBM, centrifugándolo a 1700 rpm por 5 

min. El pellet con el paquete celular obtenido se diluyó con medio de FIV para 

obtener una concentración de 5 x 105 espermatozoides por ml (Abeydeera et al., 
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1998a). Una vez realizada la fertilización, las células se incubaron a 39°C con 5% 

CO2 y humedad a saturación durante 6 h. 

 

6.6 Desarrollo de Embriones 

Transcurrido el tiempo de coincubación, los presuntos cigotos se lavaron tres 

veces en gotas de 50 µl de medio de desarrollo embrionario North Carolina State 

University-23 (NCSU-23) (Petters y Wells, 1993) suplementado con 0.4% de BSA 

libre de ácidos grasos para eliminar los espermatozoides, posteriormente  se 

transfirieron a gotas de 500 µl de medio de desarrollo cubiertas con aceite mineral 

y se incubaron durante 168 h. 

 

6.7 Evaluación de la Maduración 

Se realizó una evaluación morfológica de ovocitos mediante observación de la 

expansión de las células de la granulosa y homogeneidad del citoplasma al 

microscopio invertido (Leica DMIL LED, Alemania) (Saavedra, 2009).  

La maduración también fue evaluada mediante la técnica de aceto-orceína al 1% 

en ácido acético al 45%. Para esto se colocaron los ovocitos prensados entre un 

portaobjetos y un cubreobjetos para ser fijados en una solución de ácido acético 

glacial-etanol (J.T. Baker) (1:3) durante 72h. Posteriormente los ovocitos se 

tiñeron con una solución de orceína al 1% en ácido acético al 45%. Las laminillas 

se evaluaron con un microscopio óptico (Leica ICC50 HD, Alemania) a un 

aumento de 100 x. Aquellos ovocitos que mostraron vesícula germinal (VG) fueron 

considerados como inmaduros, los que se observaron en la primera Metafase (MI) 

se consideraron en proceso de maduración y los que se encontraban en la 

segunda Metafase (MII) y/o con un cuerpo polar se clasificaron como madurados 

(Ducolomb et al., 2013). 

 

29 
 



6.8 Evaluación del Desarrollo Embrionario 

La evaluación del desarrollo embrionario se realizó a las 168 h post fertilización, 

utilizando un microscopio invertido (Leica DMIL LED, Alemania) clasificando los 

embriones según su grado de desarrollo. 

Los embriones fueron observados y clasificados de la siguiente forma: sin 

desarrollo, aquellos ovocitos no fertilizados, los de 2 a 16 blastómeros se 

conjuntaron en un sólo grupo y fueron considerados como embriones tempranos, 

aquellos con un número mayor de blastómeros fueron considerados como mórulas 

y los que tenían una cavidad o blastocele se consideraron como blastocistos. 

Todos fueron evaluados mediante observación en un microscopio invertido (Leica 

DMIL LED, Alemania) (Ducolomb et al., 2009).  

 

6.8.1 Clasificación embrionaria. 

De acuerdo a la evaluación de su morfología, los embriones se clasificaron 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 (Dorn y 

Kraemer, 1987). 

6.8.1.1 Clasificación según la calidad del embrión. 

Calidad 1 = Excelente. El embrión es compacto (la masa celular debe ser mayor al 

85%), esférico, color claro, desarrollo adecuado a su etapa de cultivo, 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 estado de cultivo, presencia de pocas 

vesículas y blastómeros extruidos, pocos desechos celulares. 
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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 extruidos 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 (Dorn y Kraemer, 

1987). 

 

6.8.1.2 Clasificación de acuerdo a la etapa de desarrollo. 

La clasificación de la etapa o estadio de desarrollo embrionario se determinó 

utilizando un microscopio invertido. Cada embrión recibió un número del 1 al 8, de 

acuerdo a su desarrollo individual, como se describe a continuación (Dorn y 

Kraemer, 1987, Stringfellow y Seidel, 1990): 

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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6.9 Análisis Estadístico. 

En el primer experimento se realizó la prueba estadística de Chi cuadrada para 

comparar la frecuencia de COCs maduros obtenida en cada grupo. Para comparar 

el efecto de las diferentes concentraciones de Quitosán en los experimentos 2, 3 y 

4 se utilizó la prueba estadística de análisis de varianza para un factor. Ambas 

pruebas se aplicaron con un nivel de significancia p <0.05. Los datos obtenidos 

fueron analizados utilizando el programa estadístico R versión 3.0.2 (R Core 

Team, 2013). 
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7 RESULTADOS. 

Experimento 1. Evaluación del efecto del Quitosán (35 ppm) en el medio de 
maduración en la MIV.  

En el Experimento 1 se utilizaron 704 COCs que se distribuyeron en dos grupos: 

medio de MIV (testigo) conformado por 345 COCs y medio de MIV con Quitosán a 

35 ppm (experimental) en el que se utilizaron 359 COCs. Se observo que la 

presencia de Quitosán no incrementó significativamente la expansión de las 

células del cúmulo (87.42 %, 85.10 % respectivamente) (Figura 2). 

Figura 2. Imagen representativa de la evaluación morfológica de ovocitos observados al 
microscopio invertido (Leica DMIL, Alemania) A. ovocitos antes de ser madurados 
rodeados por varias capas de células de la granulosa, B. ovocitos con células de la 
granulosa expandidas.  

 

En el caso de los porcentajes de maduración de ovocitos tratados con Quitosán 

(35 ppm) en medio de maduración TCM-199, al evaluarlos con la técnica de aceto-

orceína (Figura 3), se observó que no se presentaron diferencias entre el grupo 

testigo y el grupo tratado (p>0.05) en cuanto a los ovocitos que se encontraron en 

MII con la presencia del paquete cromosómico y cuerpo  polar (Cuadro 2). 
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Figura 3. Ovocitos porcinos fijados en una solución acido etanol-acético en proporción 3:1 
y teñidos con la técnica de aceto-orceína al 1%, observados en microscopio óptico (Leica, 
ICC50 HD, Alemania) a 100x. A ovocito inmaduro con presencia de vesícula germinal 
(VG). B. ovocito en MI presenta paquete cromosómico en telofase I (T I). C y D ovocitos 
en MII, las flechas indican el paquete cromosómico (PC) y cuerpo polar (CP). 

 

Cuadro 2. Porcentajes de maduración de ovocitos porcinos tratados con Quitosán (35 
ppm) en medio de maduración. 

Tratamiento Etapa de maduración 

% (MII/n) % (MI/n) % (VG/n) 

0 ppm 79.42 (274/345) 13.04 (45/345) 7.54 (26/345) 

 

35 ppm 75.21 (270/359) 13.37 (48/359) 11.42 (41/359) 
MII: ovocitos en Metafase II. MI: ovocitos en Metafase I. VG: ovocitos en etapa de 
Vesícula Germinal. N total de ovocitos cultivados. 
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Experimento 2. Evaluación del efecto de di ferentes concentraciones de 
Quitosán, en el  medio de m aduración, en la MIV y en el desarrollo 
embrionario.  

En este experimento, a excepción del grupo tratado con la concentración de 100 

ppm de Quitosán, todos los demás grupos mostraron un aumento significativo del 

porcentaje de ovocitos que llegaron a la MII (p<0.05) (Cuadro 3).  

Cuadro 3. Porcentajes de maduración de ovocitos porcinos aplicando Quitosán en 
solución, en 4 concentraciones diferentes en el medio de maduración. 

Tratamiento Etapa de maduración 

% (MII/n) % (MI/n) % (VG/n) 

0 ppm 77.76c (63/81) 7.41b (6/81) 14.83a (12/81) 

 

50 ppm 87.39a (76/87) 3.45c (3/87) 9.16bc (8/87) 
 

100 ppm 77.76c (63/81) 11.12a (9/81) 11.12b (9/81 
 

150 ppm 81.63b (67/82) 11.02a (6/82) 7.35c (6/82) 

MII: ovocitos en Metafase II. MI: ovocitos en Metafase I. VG: ovocitos en etapa de 
Vesícula Germinal. N total de ovocitos cultivados. Letras distintas en la misma columna 
representan diferencias significativas (p< 0.05). 
 

Para la siguiente etapa de este experimento, al evaluar el desarrollo embrionario, 

se observó que en el grupo testigo se presentó un mejor desarrollo embrionario, 

alcanzando un mayor porcentaje de embriones en etapa de mórula (44.95 %) en 

comparación con los grupos tratados. Por otra parte, el grupo con 150 ppm de 

Quitosán mostró una mayor proporción de embriones en etapa temprana, los 

cuales no se desarrollaron hasta  la etapa de mórula, lo que sugiere un efecto 

inhibitorio al utilizar dicha concentración de Quitosán (Cuadro 4). 

 

 

 

35 
 



 

Cuadro 4. Embriones porcinos obtenidos al aplicar Quitosán en solución, en 4 
concentraciones diferentes, al medio de maduración. 

Tratamiento 

Desarrollo embrionario  

%  

(2 a 4 células/n) 

%  

(> de 6 

células/n) 

%       

(Mórulas/n) 

%    

(Blastos/n) 

0 ppm 
25.67 

(20/78) 

16.62b 

 (13/78) 

44.95a   

(35/78) 

12.76    

(10/78) 

50 ppm 
25.71 

(21/82) 

20.71ab 

(17/82) 

40.22b   

(33/82) 

13.36 

(11/82) 

100 ppm 
28.41 

(23/81) 

18.59ab 

(15/81) 

40.71b   

(33/81) 

12.30    

(10/81) 

150 ppm 28.56 

(22/77) 
22.10a 

(17/77) 
37.64b    

(29/77) 
11.69      
(9/77) 

Literales distintas en la misma columna representan diferencias significativas (p< 0.05). 
 

 

Experimento 3. Evaluación del efecto diferentes concentraciones (50, 100 
150 ppm) de Quitosán en el medio de DIV sobre el desarrollo embrionario. 
 

En el caso de la evaluación del Quitosán en el medio de DIV, y su efecto sobre el 

desarrollo de los embriones, se utilizaron 739 presuntos cigotos los cuales se 

distribuyeron aleatoriamente en 4 grupos. Para el caso del grupo testigo se 

utilizaron 180 cigotos, en los tratamintos con una concentración de 50, 100 y 150 

ppm se observaron 189, 184 y 186 cigotos respectivamente. Se puede señalar 

que en el caso de este experimento, ninguna de las concentraciones de Quitosán 
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evaluadas tuvo efecto sobre el desarrollo de los embriones y la formación de 

blastocisto con respecto al grupo testigo (Cuadro 5). 

 

 
Cuadro 5. Embriones porcinos producidos a partir de embriones que se dividieron en 
medio NCSU-23 con la adición de Quitosán a 3 diferentes concentraciones y un testigo. 

Tratamiento Desarrollo embrionario  
%  

(2 a 4 células/n) 

%  

(> de 6 

células/n) 

%       

(Mórulas/n) 

%     

(Blastos/n) 

0 ppm 27.96b   

(36/127) 

14.02a 

(18/127) 

45.62b   

(57/127) 

12.39   

(16/127) 

50 ppm 28.31a   

(38/135) 

16.14a 

(22/135) 

43.06bc   

(58/135) 

12.47    

(17/135) 

100 ppm 34.98b   

(46/133) 

14.37a 

(20/133) 

38.54c   

(51/133) 

12.08    

(16/133) 

150 ppm 26.22b 
(37/139) 

7.92b 
(11/139) 

54.35a 

(75/139) 
11.49  

(16/139) 
Literales distintas en la misma columna representan diferencias significativas (p< 0.05). 
 

Experimento 4. Evaluación del efecto de di ferentes concentraciones de 
Quitosán en el medio de MIV y en el de DIV sobre el desarrollo embrionario.  

Durante este experimento se utilizaron 702 presuntos cigotos, los cuales fueron 

divididos aleatoriamente en 4 grupos. En el grupo testigo se utilizaron 174 cigotos 

cultivados sin adición de Quitosán, para el resto de los grupos tratados con 

concentraciones de 50, 100 y 150 ppm de Quitosán, se utilizaron 176, 178 y 174 

cigotos respectivamente. Los resultados obtenidos en este experimento se 

muestran en el Cuadro 6, donde se puede observar que en cuanto al desarrollo 
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embrionario ninguna de las concentraciones de Quitosán probadas mostró 

diferencia, con respecto al grupo testigo. 

 

 

 

Cuadro 6. Producción de embriones porcinos desarrollados en medio NCSU-23, con la 
adición de Quitosán a 3 diferentes concentraciones más un testigo; previa maduración en 
medio TCM-199 al que también se agregó Quitosán en las 3 concentraciones y su testigo. 

Tratamiento Desarrollo embrionario  
%  

(2 a 4 células/n) 

% 

(> de 6 

células/n) 

%       

(Mórulas/n) 

%    (Blastos/n) 

Testigo 23.13a     

(32/138) 

18.90  

(26/138) 

45.09a   

(62/138) 

12.86    

(18/138) 

50 ppm 25.20a   

(32/129) 

19.20 

(25/129) 

43.14a   

(56/129) 

12.44   

(16/129) 

100 ppm 33.04b   

(41/124) 

20.97 

(26/124) 

34.89b   

(43/124) 

11.07   

(14/124) 

150 ppm 26.49a  

(36/134) 
23.13 

(31/134) 
37.70b 

(50/134) 
12.65   

(17/134) 
Literales distintas en la misma columna representan diferencias significativas (p< 0.05). 
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8 DISCUSIÓN. 

Algunos autores señalan que la utilización de medios definidos para la producción 

de embriones  in vitro, puede favorecer en gran medida una producción idónea de 

embriones in vitro, misma que pueda serigualada con los resultados que se 

obtienen in vivo (Gonzales-Figueroa y Gonzales-Molfino, 2005), y de esta manera 

disminuir los factores desconocidos que pudieran interferir en la regulación de 

algunos procesos (Abeydeera, 2002). 

Esta necesidad por obtener medios adecuados para la PIV de embriones porcinos 

ha hecho que desde hace tiempo investigadores como Funahashi et al. (1996) así 

como investigaciones más recientes (Yoshioka et al., 2008) busquen alternativas 

para suplementar los medios existentes o desarrollar medio nuevos que 

favorezcan la producción de embriones porcinos. 

Yoshioka et al. (2002) reportan que es posible producir embriones porcinos en un 

medio químicamente definido ya que al probar un nuevo medio desarrollado por 

ellos al cual llaman PZM lograron obtener buenos resultados que no presentan 

diferencias entre los medios utilizados e incluso con resultados obtenidos in vivo, 

al transferir 99 embriones cultivados en medio PZM y 100 embriones obtenidos in 

vivo no encontraron diferencias significativas en el porcentaje de partos (83 % 

para ambos grupos). 

En otro estudio realizado por Yoshioka et al. (2008), se reporta el uso de un 

sistema definido de producción in vitro de embriones porcinos utilizando solo un 

medio básico a lo largo de todo el proceso de producción in vitro tanto MIV, FIV, 

como DIV, al que solo se le van adicionando diferentes cantidades o tipos de 

suplemento, logrando obtener muy buenos resultados, hasta un 96% de ovocitos 

maduros y hasta 48% de blastocistos.  

Nguyen y Nguyen (2010) reportan que el Quitosán tiene la capacidad de mejorar 

la proliferación de una línea celular de fibroblastos en un cultivo celular cuando se 

agrega en solución a 35 ppm. Debido a las características y propiedades que se le 

atribuyen a esta molécula se decidió probarla en los medios de producción in vitro 
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de embriones porcinos. El reporte anterior permite pensar en la posibilidad de que 

el Quitosán en solución adicionado en los medios de producción in vitro pueda 

ejercer una acción positiva sobre los ovocitos favoreciendo la obtención de un 

mayor porcentaje de MII.  

En el presente estudio, en los resultados obtenidos en el primer experimento 

aplicando Quitosán a 35 ppm, se puede observar una menor proporción de 

ovocitos que alcanzaron la maduración en el grupo tratado con 35 ppm de 

Quitosán en comparación con el grupo testigo 75.21 y 79.42% respectivamente, lo 

cual es similar a lo reportado por Ducolomb et al. (2005) quienes obtuvieron 82% 

de ovocitos madurados y al 78% reportado por Yoshida et al. (1993), pero superior 

al reporte de Fernández et al. (2010) con 40% de ovocitos que alcanzaron la MII, 

bajo condiciones similares y mismos medios de PIV. 

Para comparar si el efecto observado en esta investigación es a causa del 

Quitosán, se realizó el segundo experimento para probar el efecto sobre los 

ovocitos y los embriones tratando el medio de maduración con diferentes 

concentraciones de Quitosán. En la primera etapa en la que se evaluó el efecto 

del Quitosán a las concentraciones de 50, 100 y 150 ppm se obtuvo un 77.76% de 

ovocitos maduros en el grupo testigo, similar al 78% reportado por Yoshida et al. 

(1993), mientras que el grupo tratado con 50 ppm obtuvo 87.39%, lo cual es 

superior al reportado por Valdez (2007) quien obtuvo 83% de maduración y la 

concentración de 150 ppm en donde se muestran un 81.63% de maduración que 

es similar al reportado por Valdez (2007) utilizando los mismos medios y bajo 

condiciones similares. El aumento en la proporción de ovocitos maduros puede 

deberse a que la concentración de 50 ppm es adecuada para llevar a cabo la 

maduración, esto debido a la similitud que existe entre en Quitosán y el acido 

hialurónico, este último compuesto se ha reportado que es secretado por las 

células del cúmulo (Rodríguez-Martínez et al., 1998) aunque el papel que ejerce 

sobre los ovocitos se desconoce. Lo anterior sugiere que el Quitosán administrado 

en concentraciones de 50 y 150 ppm tiene un efecto positivo sobre la maduración 

de ovocitos ya que se obtuvo un mayor porcentaje de ovocitos en MII.  
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En la segunda etapa del experimento 2, en la que se evaluó la producción de 

embriones utilizando los ovocitos que se habían madurado en la primera etapa 

adicionando Quitosán a 50, 100 y 150 ppm en el medio de maduración, se 

observó un 44%, 40%, 40% y 37% en la producción de mórulas en los grupos 

testigo, 50 ppm, 100 ppm y 150 ppm respectivamente, porcentajes mayores a los 

obtenidos por Fernández et al. (2012) quienes reportan un 35% y Martínez (2002) 

que reporta 32% de embriones en etapa de mórula. 

En cuanto a los blastocistos obtenidos, se observó que en el grupo tratado con 50 

ppm de Quitosán obtuvo el mayor porcentaje de embriones que alcanzaron su 

desarrollo hasta esta etapa, obteniendo un 13.36% el cual fue mayor que los del 

grupo testigo que presentaron un 12.76%, no obstante esta diferencia no es  

estadísticamente significativa (p>0.005). Para el caso de este experimento, los 

porcentajes obtenidos son más elevados que los reportados por Fernández et al. 

(2010) quienes reportan un 11.8% de blastocistos, mientras que Ducolomb et al. 

(2005) reportan un porcentaje de 14%, o Yoshioka et al. (2008) quienes señalan 

hasta un  78% de blastocistos. 

Estos resultados muestran que el Quitosán aplicado en el medio de MIV a una 

concentración de 50 ppm favoreció la maduración de los ovocitos al obtener un 

mayor porcentaje de ovocitos en MII y un ligero incremento de la proporción de 

embriones que llegan a etapa de blastocisto.  

En el caso del experimento 3, en donde se aplicó Quitosán al medio de desarrollo 

prácticamente se presentó la misma proporción de embriones en etapa de 

blastocisto 12.39%, 12.47%, 12.08% y 11.49% para los grupos testigo, 50 ppm, 

100 ppm y 150 ppm respectivamente, sin diferencias entre los grupos (p<0.05). En 

cuanto a la proporción de mórulas obtenidas, el grupo tratado con 150 ppm de 

Quitosán, presentó un mayor porcentaje de mórulas (54.35%) con respecto al 

grupo testigo (45.62%), diferencia que fue estadísticamente significativa (p<0.05). 

En el experimento 4, al adicionar Quitosán tanto en el medio de MIV como en el 

medio de desarrollo se observó la misma tendencia que al aplicar Quitosán solo 
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en el medio de desarrollo, ya que no se encontraron diferencias significativas entre 

los 4 grupos. 

En general la adición de Quitosán en los medios de cultivo no mostraron ningún 

efecto sobre la producción de embriones, ya que no se presentó diferencia en 

cuanto a la proporción de embriones en las deferentes etapas de desarrollo 

obtenidas en los diferentes grupos, lo cual se puede atribuir a la composición del 

Quitosán el cual presenta similitud con la estructura de la glucosa, se ha reportado 

que la utilización de la glucosa aumenta por parte de los embriones conforme 

avanzan los procesos de desarrollo embrionario, mientras que los embriones en 

los primeros estadios, y antes de la activación genómica, utilizan preferentemente 

al piruvato, lactato y glutamina como fuentes de energía (Lane y Gardner 2000). 

La PIV de embriones porcinos es un campo de estudio muy amplio, ya que 

autores como Yoshioka et al. (2008) reportan excelentes resultados en cuanto a 

maduración de hasta el 96%, con producciones de mórulas y blastocistos que 

alcanzan un 78% utilizando sistemas de producción químicamente definidos, 

abriendo la posibilidad de desarrollar medios de cultivo para obtener resultados 

que se equiparen a los que se obtienen in vivo. Sin embargo, en la producción 

embrionaria rutinaria no es posible obtener resultados tan elevados, sino que lo 

común es obtener porcentajes de maduración ligeramente superiores a 70% y la 

producción de blastocistos es de alrededor de 12% (Yvonne Ducolomb, UAM, 

Comunicación Personal, 2104), por lo que es necesario realizar más estudios en 

busca de compuestos que contribuyan a optimizar la producción de embriones in 

vitro. 

 

9 CONCLUSIONES. 

1.- El Quitosán a una concentración de 35 ppm no tuvo efecto sobre la maduración 

de los ovocitos. 
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2.- La concentración de 50 ppm mejoró significativamente (p<0.05) la maduración 

de los ovocitos. 

3.- La concentración de 150 ppm de Quitosán en el medio de DIV incrementó el 

porcentaje de mórulas. 

 4.- La aplicación de Quitosán tanto en el medio de MIV y posteriormente en el 

medio de DIV no tuvo efecto sobre el desarrollo embrionario. 

5.- Este trabajo contribuye al desarrollo de los sistemas de producción de 

embriones in vitro, a fin de obtener resultados cada vez mejores.  
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10 PERSPECTIVAS. 

Este es el primer trabajo sobre el uso de Quitosán en un sistema de producción  in 

vitro de embriones porcinos, por lo que se desconocen los mecanismos de acción 

de este compuesto en la maduración del ovocito y en el desarrollo embrionario 

temprano. Por lo anterior, es necesario continuar realizando estudios de 

producción in vitro de embriones, con la finalidad de esclarecer los mecanismos 

sobre los cuales el Quitosán puede tener un efecto benéfico, ya sea a nivel celular, 

molecular o ambos. 

De llegarse a realizar nuevas investigaciones sería recomendable utilizar una 

tinción específica para cuantificar la cantidad de células que forman cada embrión, 

y con ello hacer un comparativo entre los grupos tratados con y sin Quitosán, para 

verificar si esta molécula tiene un efecto positivo sobre la multiplicación celular. 

En este estudio se aplicó el Quitosán en el medio de MIV y en el medio de DIV al 

inicio de la incubación lo cual supone la posibilidad y necesidad de realizar más 

estudios utilizando el Quitosán a diferentes intervalos de tiempo durante cada 

incubación, por ejemplo 24 h después de iniciada la maduración en el caso del 

medio de MIV, y en el caso del  medio de DIV podría ser a las 48 h de iniciada la 

incubación de los cigotos, todo esto para determinar si hay algún momento en el 

que el Quitosán favorezca en mayor medida la producción de embriones en 

comparación de los resultados obtenidos en este estudio. 

De esta manera se podrían mejorar los porcentajes de producción de embriones in 

vitro y de obtener embriones de mejor calidad. 
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APÉNDICE. 

Composición de medios para la producción in vitro de embriones. 

Solución Salina 

Utilizada para el transporte y lavado de los ovarios. 

Composición: 0,9% (p/v) de NaCl. Osmolaridad 320 mOsm. 

Medio TL-HEPES-PVA. 

Para el lavado de los complejos ovocito-células del cúmulo (Ducolomb et al., 

2009).  

Cuadro A. Medio TL-HEPES-PVA. 

 mM 

NaCl 114 

KCl 3.2 

NaH2PO4 0.34 

Lactato de Sodio 10 

MgCl2.6H2O 0.50 

HEPES 10 

Piruvato de Sodio 0.20 

Sorbitol 12 

NaHCO3 20 

PVA 0.1 

*CaCl2.2H2O 2 

Gentamicina 25µg/ml 

*Añadir al final. 

Ajustar pH a 7.3 – 7.4 

Esterilizar por filtración con membranas de 0.22  µm. 

Almacenar a 4°C y utilizar en un periodo de 2 a 3 semanas. 
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Medio de maduración in vitro  (MIV). 

 

El medio de maduración comercial se debe suplementar con los ingredientes que se 

muestran en el cuadro B antes de colocarlo para equilibrarse en la incubadora y 

posteriormente ya con los complejos ovocito-células del cúmulo se suplementa con 

hormonas LH 0.5 µg/ml y FSH 0.5 µg/ml. 

 
Cuadro B. Suplementos para el medio de maduración: Medio de Cultivo de Tejidos 199 

con sales de Earle, bicarbonato y L-glutamina (IN VITRO, México) Ducolomb et al., 2005. 

Ingrediente mM 

Alcohol Polivinílico PVA 0.1% 

D- Glucosa 3.05 

Piruvato de sodio 0.91 

Cisteína 0.57 

EGF 10 ng/ml 

Estreptomicina 0.05 mg/ml 

Penicilina 0.075 mg/ml 

 

 
Esterilizar por filtración con membranas de 0.22 µm. 

Almacenar a 4°C y utilizar  en periodo de 1 semana. 
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Medio de fertilización in vitro (FIV). 
 
 
Cuadro C. Medio designado como Tris-buffer modificado (mTBM) (Ducolomb et al., 2005). 

Ingrediente Mm 

NaCl 113.10 

KCl 3 

CaCl2.2H2O 7.5 

Tris (base libre) 20 

Glucosa 11 

Piruvato de Na 5 

Cafeína 2.5 

BSA 0.4% 

 

Esterilizar por filtración con membranas de 0.22  µm. 

Almacenar a 4°C y utilizar  en periodo de 1 semana. 

Incubar 24 h antes de la FIV. 
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Medio de desarrollo embrionario. 

Cuadro D. Medio NCSU- 23 (Petters y Wells, 1993). 

 Mm 

NaCl 108.73 

KCl 4.78 

KH2PO4 1.19 

MgSO4.7H2O 1.19 

D-glucosa 5.55 

Glutamina 1.00 

Taurina 7.00 

Hipotaurina 5.00 

NaHCO3 25.07 

CaCl2.2H2O 1.70 

Penicilina G 75 µg/mL 

Estreptomicina 50 µg/mL 

 

Ajustar pH a 7.2 – 7.3. 

Esterilizar por filtración con membranas de 0.22  µm. 

Almacenar a 4°C y utilizar  en periodo de 2 a 3 semanas. 
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