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 RESUMEN 

 

Recientemente, se ha mostrado que la arginina puede influir en varios aspectos de la 

función reproductiva. El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la arginina 

durante los procesos de maduración de ovocitos y el desarrollo temprano de embriones 

porcinos producidos in vitro. Los ovocitos se obtuvieron de cerdas prepúberes. Se 

realizaron cuatro experimentos: Experimento 1. Los complejos cúmulus-ovocito fueron 

cultivados en medio de maduración North Carolina State University  (NCSU-23) sin 

Albumina Sérica Bovina (BSA), adicionado con o sin arginina. Experimento 2. Los 

complejos cúmulus-ovocito fueron cultivados en medio de maduración, como se describió 

en el experimento 1; los ovocitos maduros fueron fertilizados y los presuntos cigotos fueron 

transferidos a medio de cultivo embrionario NCSU-23 sin BSA, adicionado con o sin 

arginina, en donde permanecieron cultivados 168 horas. Experimento 3. Los complejos 

cúmulus-ovocito fueron cultivados en medio de maduración NCSU-23 con BSA, 

adicionado con y sin arginina. Experimento 4. Los  complejos cúmulus-ovocito fueron 

cultivados en medio de maduración, como se describió en el experimento 3; los ovocitos 

maduros fueron fertilizados y los presuntos cigotos fueron transferidos a medio de cultivo 

embrionario NCSU-23 con BSA, adicionado con o sin arginina, en donde permanecieron 

cultivados 168 horas. En los experimentos 1 y 3 se evaluaron las siguientes variables de 

respuesta: porcentaje de ovocitos maduros e inmaduros; en los experimentos 2 y 4 se 

evaluaron las siguientes variables de respuesta: porcentaje de embriones divididos, de 

mórulas y de blastocistos. Se observó un mayor porcentaje (P<0.05) de ovocitos maduros 

cuando se administró arginina en los medios con y sin BSA. Hubo un incremento en los 

porcentajes de división embrionaria, embriones de más de 6 células y mórulas cuando se 

administró arginina en el medio de cultivo embrionario sin BSA. En conclusión, la adición 

de arginina tuvo efectos favorables sobre la maduración de ovocitos y el desarrollo in vitro 

de embriones porcinos. 

 

 



viii 
 

ABSTRACT 

 

Recently it has been shown that arginine can influence many aspects of reproductive 

function. The aim of this study was to determine the effect of arginine during oocyte 

maturation and early development of porcine embryos produced in vitro. Oocytes were 

obtained from pre-pubertal gilts. Experiment 1. The cumulus-oocyte complexes were 

matured in North Carolina State University (NCSU-23) medium without Bovine Serum 

Albumin (BSA) added with or without arginine, four experiments were performed. 

Experiment 2. The cumulus-oocyte complexes were cultured on maturation medium, as 

described in experiment 1; mature oocytes were fertilized and the presumptive zygotes 

were transferred to embryo culture medium NCSU-23 without BSA, added with or without 

arginine, they were cultured for 168 hours. Experiment 3. The cumulus-oocyte complexes 

were cultured on maturation medium NCSU-23 with BSA added with and without arginine. 

Experiment 4. The cumulus-oocyte complexes were cultured on maturation medium, as 

described in Experiment 3; mature oocytes were fertilized and the presumptive zygotes 

were transferred to embryo culture medium NCSU-23 with BSA, added with or without 

arginine, they were cultured for 168 hours. In experiments 1 and 3 the following response 

variables were evaluated: percentage of mature and immature oocytes; in experiments 2 and 

4 the following response variables were evaluated: percentage divided embryos, morulas 

and blastocysts. A higher percentage (P < 0.05) was observed of mature oocytes when 

arginine was administered in medium with and without BSA. There was an increase in the 

percentages of embryo divided, 6 cell or more embryo and morulas when arginine was 

administered in the embryo culture medium without BSA. In conclusion, the addition of 

arginine had favorable effects on oocyte maturation and in vitro embryo development of 

porcine. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La producción in vitro de embriones porcinos ha sido particularmente atractiva para 

los investigadores por muchos años (Wheeler et al., 2004), sin dejar de lado el grado de 

complejidad que esto conlleva. La disponibilidad de un gran número de ovocitos 

madurados y embriones a través de técnicas de maduración in vitro (IVM), fertilización in 

vitro (IVF) y cultivo de embriones in vitro es crucial para los procesos biomédicos y 

biotecnologías reproductivas (Gil et al., 2010). Sin embargo, la producción exitosa de 

embriones porcinos in vitro es llevada a cabo con muchas dificultades. Algunas de estas 

dificultades son: la pobre capacidad de desarrollo de los embriones producidos in vitro y las 

condiciones subóptimas del cultivo de embriones (Abeydeera, 2002), mostrando que el 

rendimiento de estas técnicas es todavía inapropiado en la obtención de embriones 

suficientes para los procesos anteriormente mencionados. 

Durante los últimos años,  distintos grupos de investigación se han centrado en el 

perfeccionamiento de estas técnicas con el fin de elevar el número de embriones viables 

obtenidos in vitro. Con el empleo de medios de maduración químicamente definidos 

podemos mejorar los resultados de estas técnicas, ya que se sustituyen materiales 

biológicos como el fluido folicular porcino o sueros y fluido. Estos fluidos o secreciones 

biológicas así como la albúmina sérica bovina (BSA), contienen cantidades de proteína y 

aminoácidos desconocidos que pueden variar de un experimento a otro, por lo que estudios 

sobre los efectos que tienen los diversos factores contenidos en los materiales biológicos 

pueden ayudar a la formulación de mejores medios químicamente definidos (Abeydeera, 

2002). 

Recientemente, se ha reportado que la arginina puede modular varios aspectos de la 

función reproductiva a través de sus metabolitos, entre los que se encuentran el óxido 

nítrico y las poliaminas (Sooranna et al. 1995; Bu et al., 2003; Zhao et al., 2008). Se ha 

demostrado que el óxido nítrico suministra información intra e intercelular y su función en 

los ovarios de mamíferos ha sido extensamente estudiada (Knowels y Mocada, 1994). Las 

poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) juegan un papel crucial en la regulación 

de la expresión de genes, la traducción de señales, la función de los canales iónicos, la 
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síntesis de proteínas y ácido desoxirribonucleico (DNA), así como la diferenciación y 

proliferación celular (Childs et al., 2003; Fleidervish et al., 2008; Sarka et al., 2009). 

Adicionalmente, se han sugerido efectos de la arginina a través de sus metabolitos sobre la 

maduración de los ovocitos en roedores y cerdos (Bu et al., 2003; Hattori et al., 2001).  

Debido a esto, es posible que los efectos favorables de la arginina que se han 

observado sobre la sobrevivencia embrionaria y el desarrollo fetal en cerdos puedan 

originase en etapas muy tempranas, actuando en forma sinérgica sobre la maduración final 

de los ovocitos y sobre el desarrollo embrionario temprano. 

Por lo anterior, se determinó que es de gran importancia generar información que 

beneficie la estandarización de la técnica de maduración, fertilización y desarrollo 

temprano de embriones porcinos in vitro. El objetivo de este trabajo fue determinar el 

efecto de la arginina sobre la maduración de ovocitos y el desarrollo temprano de 

embriones porcinos producidos in vitro.  
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

2.1 Maduración de ovocitos in vivo 

 

La maduración del ovocito es un proceso complejo bien regulado que involucra 

cambios nucleares y citoplasmáticos (De los Reyes et al., 2011). Aunque son procesos 

distintos, la maduración nuclear y citoplasmática son eventos inter-ligados que ocurren 

simultáneamente en determinados tiempos, aunque la programación molecular del 

citoplasma quizá comience durante la fase de crecimiento del ovocito (Ferreira et al., 2009). 

 

2.1.1 Maduración nuclear 

 

La maduración nuclear se refiere a la reanudación de la meiosis, el rompimiento de la 

vesícula germinal, el paso a la metafase I, la anafase I,  la telofase I y la continuación de la 

adquisición meiótica hasta la detención en la metafase II. Con la reanudación de la meiosis 

comienza la maduración nuclear del ovocito. En los vertebrados los ovocitos son detenidos 

en el estadio de diploteno de la profase de la primera división meiótica. Sólo los ovocitos 

con un completo crecimiento pueden reanudar la meiosis en respuesta a la estimulación de 

gonadotropinas. Los ovocitos continuan a través de la primera división meiótica y son 

detenidos en el estadio de metafase de la segunda división meiótica hasta la fertilización 

(Marteil et al., 2009), esta maduración nuclear puede ser evaluada de manera no invasiva 

observando en un microscopio óptico la formación del primer cuerpo polar del ovocito 

(Krisher, 2013). 

La maduración nuclear juega un papel central en la calidad del los ovocitos, pero la 

reanudación de la meiosis puede tener lugar espontáneamente en cultivo sin necesidad de 

lograr la competencia para el desarrollo embrionario (Rozinek et al., 1995). Sin embargo, el 

proceso meiótico involucra cambios mayores dentro del citolpasma que son esenciales para 

el proceso de maduración del ovocito (Brevini et al., 2007).  

Durante la maduración del ovocito, la actividad de la proteína cinasa activadora de 

mitógeno (MAPK) es esencial para la reanudación de la meiosis, organización de 
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microtúbulos y el arresto en metafase II (Sun et al., 1999). Investigaciones más detalladas 

mostraron que la restauración meiótica es inducida por gonadotropinas, con participación 

de la MAPK que es activada en las células del cúmulus, no en ovocitos por si mismos 

(Ohashi et al. 2003). 

 
2.1.2 Maduración citoplasmática 

 

El ovocito es un complejo celular dentro del cual los organelos tienen que mantener 

una relación espacial específica (Cran, 1985). En varias especies se ha demostrado que el 

reordenamiento estructural más importante del citoplasma se lleva a cabo durante la 

maduración (Brevini et al., 2007). Múltiples facetas de la maduración citoplasmática han 

sido sugeridas, incluyendo el metabolismo de carbohidratos y lípidos, la función y 

localización mitocondrial, la reducción de radicales libres y la comunicación con las células 

del cúmulus (Krisher, 2013). 

Los procesos de maduración citoplasmática pueden ser divididos en tres principales 

eventos: la redistribución de los organelos citoplasmáticos, la dinámica de los 

microfilamentos y microtúbulos del citoesqueleto y la maduración molecular (Ferreira et 

al., 2009). 

 

Redistribución de los organelos citoplasmáticos 

 

Es bien establecido que varios cambios ultra estructurales pueden ser observados con 

respecto a la morfología y redistribución de los organelos citoplasmáticos durante la 

maduración del ovocito. La movilización de los organelos citoplasmáticos durante la 

maduración ocurre a través de acciones de los microfilamentos del citoesqueleto y los 

microtúbulos. El reacomodo de los organelos depende de la necesidad de la célula durante 

cada estadio del desarrollo (Ferreira et al., 2009). Uno de los organelos que participa en esta 

redistribución son las mitocondrias y juegan un papel extremadamente importante ya que 

son componentes claves de la maquinaria metabólica responsable de proveer la energía que 

es consumida durante los procesos de maduración y desarrollo embrionario (Krisher y 
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Bavister, 1998; Stojkovic et al., 2001), ya que producen la mayoría del trifosfato ATP por 

fosforilación oxidativa (Hao et al., 2009). La actividad y organización de las mitocondrias 

son necesarias para diversos eventos involucrados en la maduración citoplasmática (Van 

Blerkom y Runner, 1984).  

La síntesis de proteínas es indispensable no sólo para la maduración del  ovocito, 

también para la formación del cigoto y la embriogénesis temprana. Con este fin, una 

apropiada cantidad de ribosomas deben estar presentes durante la maduración. Durante la 

metafase I en bovinos, la síntesis de proteína en el ovocito es aproximadamente tres veces 

más grande que durante el estadio de rompimiento de la vesícula germinal. Cuando las 

células alcanzan la metafase II, los ovocitos exhiben niveles basales de traducción de 

RNAm (Tomek et al., 2002).  

Durante la maduración ocurren cambios bioquímicos y estructurales de importancia 

en el retículo endoplásmico liso, para el correcto funcionamiento de la regulación del calcio 

intracelular (Ferreira et al., 2009) y de los gránulos corticales que serán distribuidos a través 

de la cerrada superficie interior de la membrana plasmática del ovocito (Thibault et al., 

1987) para participar en el mecanismo de bloqueo a la poliespermia (Wessel et al., 2001). 

 

Dinámica de los filamentos del citoesqueleto 

 

La redistribución de los organelos a las diferentes áreas de la célula es mediada por la 

red de microtúbulos (Van Blerkom, 1991). Los microtúbulos son polímeros de α y β-

tubulinas y representan los componentes dinámicos del citoesqueleto que ejercen un papel 

clave en diversas funciones, están involucrados en el mantenimiento de la forma de la 

célula, permitiendo el movimiento y transporte de moléculas y organelos.  Además 

representan un andamiaje dinámico para la replicación celular y formación del huso 

mitótico (Brevini et al., 2007).  

Es posible que la ausencia u oportuna formación de la red de microtúbulos en el 

citoplasma de ovocitos defectuosos conlleve a una incompleta maduración nuclear y 

citoplasmática. Una correcta organización de la red de microtúbulos del citoplasma, una 
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adecuada distribución de energía y una específica localización RNA, son factores cruciales 

para modular la competencia de desarrollo de ovocitos porcinos (Brevini et al., 2007). 

 

Maduración molecular 

 

La maduración molecular corresponde a las fases de crecimiento y maduración del 

ovocito e involucra la transcripción, el almacenamiento y el procesamiento de mRNAs 

expresados por los cromosomas, los cuales son traducidos a proteínas por los ribosomas 

(Ferreira et al., 2009). Las proteínas derivadas de estos RNAm están involucradas en la 

maduración y en subsecuentes eventos celulares tales como la fertilización, la formación de 

pronúcleos y el desarrollo embrionario temprano. Por lo tanto, estas proteínas son 

almacenadas el tiempo necesario hasta su utilización (Sirard, 2001). 

Dado que muchos RNAm son utilizados hasta la activación del genoma embrionario, 

el correcto almacenamiento en el citoplasma del ovocito es de gran importancia. Después 

de la reanudación de la meiosis, no hay una gran expresión de los genes (Sirard, 2001), por 

lo tanto lo que fue producido durante la fase de crecimiento será metabolizado en el tiempo 

apropiado (Ferreira et al., 2009). 

El RNAm transcrito durante la maduración molecular del ovocito es acumulado de 

manera estable, pero transitoriamente inactivado (Sirard, 2001; Tomek, 2002). El RNAm 

acumulado es protegido de la degradación nucleolítica y permanecen guardados hasta que 

las señales para traducción son generadas durante la maduración y el desarrollo 

embrionario temprano (Fulka-Jr et al., 1998).   

 
2.2 Fertilización de ovocitos in vivo 

 

La fertilización es el proceso por el cual el ovocito y el espermatozoide, con dotación 

cromosómica haploide (n) van a interaccionar, unirse y activarse mutuamente para dar 

lugar a un cigoto con dotación cromosómica diploide (2n). La fertilización de los ovocitos 

porcinos tiene lugar unas pocas horas después de la ovulación, en la unión ampular ístmica 

del oviducto (Hunter, 1991).  
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2.2.1 Capacitación espermática  

 

La capacitación espermática es un término colectivo dado al cambio que sufren los 

espermatozoides cuando están en contacto con el tracto reproductivo femenino (Rathi et al., 

2001). Estos cambios incluyen la reorganización de las proteínas, el metabolismo de los 

fosfolípidos y la reducción de los niveles de colesterol en la membrana (Yanagimachi, 

1994). La capacitación involucra cambios en la motilidad espermática, conocido como 

hiperactivación (Yanagimachi, 1994), esto provee el empuje necesario para la penetración 

en la zona pelúcida (Rathi et al., 2001). En el cerdo, el espermatozoide necesita entre 5 y 6 

horas en el interior del tracto genital femenino para adquirir la capacidad de penetrar al 

ovocito (Polge, 1978).  

La capacitación y la subsecuente reacción acrosomal son eventos importantes en el 

proceso de fertilización; ellos son esenciales para activar las habilidades espermáticas de 

unión y penetración a la zona pelúcida para posteriormente fusionarse con la membrana 

plasmática del ovocito (Yanagimachi, 1994).  

 

Hiperactivación espermática  

 

La hiperactivación es definida como el patrón de movimiento mostrado por la 

mayoría de los espermatozoides recuperados de la ámpula del oviducto en la fertilización 

(Yanagimachi, 1994) y  muestra la habilidad de los espermatozoides para detectar la pared 

del oviducto, para penetrar la mucosa y finalmente penetrar la zona pelúcida del ovocito. El 

movimiento de hiperactivación de los espermatozoides se aprecia diferente dentro de las 

condiciones físicas y en las diferentes especies, pero básicamente conlleva un incremento 

de la amplitud de curva del flagelo y asimetría (Ho y Suarez, 2001). Hay evidencia de que 

la fuente de la señal es el fluido folicular (Yao et al., 2000). Las células de cúmulus dentro 

del ámpula junto con el ovocito proveen señales para la hiperactivación (Fetterolf et al., 

1994)  Aunque la traducción de la señal que regula la cascada de la hiperactivación no 

puede ser descrita completamente, es claro que los iones de calcio interactúan en el 
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axonema del flagelo como interruptor sobre la hiperactivación (Yanagimachi, 1994; Ho y 

Suarez, 2001) y dan soporte a la movilidad.  

El colesterol y el sulfato de colesterol de la membrana de los espermatozoides limitan 

la permeabilidad iónica de la misma, la inserción y la movilidad de las proteínas dentro de 

la bicapa lipídica brindan una mayor rigidez y estabilización de la membrana (Suzuki y 

Yanagimachi, 1989). Durante el proceso de la capacitación, los componentes de la 

superficie espermática son modificados o eliminados por secreciones del aparato 

reproductor femenino, entre ellos la desulfactación del colesterol, lo que desestabiliza la 

bicapa fosfolipídica y permite la reacción acrosomal.  

 

2.2.2 Reacción acrosomal 

 

En los mamíferos, los espermatozoides deben experimentar la reacción acrosomal 

para atravesar la zona pelúcida del ovocito (Yanagimachi, 1994). El acrosoma es un 

gránulo de gran tamaño que contiene enzimas en forma de zimógeno, fundamentalmente 

hialuronidasa, y que se encuentran situadas en la región apical de la cabeza del 

espermatozoide, bajo su membrana plasmática (Martínez, 2002). La reacción acrosomal es 

un proceso de exocitosis irreversible que conlleva la liberación de enzimas hidrolíticas y  

permiten que el espermatozoide penetre la zona pelúcida (Witte y Shanfer-Somi, 2007). 

Una vez que el espermatozoide reconoce y se une a su ligando en la zona pelúcida, da 

lugar a la salida de colesterol, la aparición de zonas de alta fluidez pobres en proteínas en la 

membrana plasmática y a una serie de cambios en la permeabilidad iónica de la misma, 

ocasionando un aumento del calcio, del AMPc y del pH intracelular. Esta alcalinización del 

citoplasma del espermatozoide provoca la apertura de los canales de Ca+2 y por tanto, la 

entrada masiva de este catión (Töpfer-Petersen et al., 2000) que será esencial para el inicio 

de la reacción acrosomal. 

Al fusionarse la membrana acrosomal y plasmática del espermatozoide, se originan 

unas vesículas que se desprenden de la cabeza espermática y, de este modo, se provoca la 

liberación y dispersión del contenido del acrosoma (Martínez, 2002).  
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2.2.3 Penetración de la zona pelúcida y fusión de gametos  

 

La zona pelúcida es una matriz extracelular que envuelve al ovocito, protegiendo su 

desarrollo y durante la preimplantación embrionaria contra daños físicos. Los 

espermatozoides que son incapaces de reconocer y unirse a las glicoproteínas de la zona 

pelúcida, así como aquellos incapaces de someterse a una reacción acrosomal, fallan en la 

fertilización del ovocito. Los espermatozoides son almacenados en la unión utero-tubárica 

en condiciones que los mantienen viables y en proceso de capacitación, esto permite a los 

espermatozoides interactuar con el ovocito de una manera apropiada. Una vez que el 

espermatozoide alcanza el sitio de la fertilización reconoce al ovocito por interacciones con 

glicoproteínas (Töpfer-Petersen et al., 2000), estas glicoproteínas en mamíferos se 

encuentran en la zona pelúcida y son tres glicoproteínas producto de tres genes llamados de 

acuerdo a su longitud: los genes ZP2, ZP1 y ZP3 (Harris et al., 1994). Durante la 

interacción de los espermatozoides con las glicoproteínas de los ovocitos existen dos tipos 

de uniones, la primaria y la secundaria. En la unión primaria el espermatozoide se une a la 

zona pelúcida, previo a la reacción acrosomal, está involucrada la glicoproteína espermática 

ZP3; mientras que en la secundaria, que se lleva a cabo después de la reacción acrosomal, 

interviene la glicoproteína ZP2 (Myles y Primakoff, 1997). Al parecer el papel que 

desempeña  la ZP1 es solamente estructural (Kopf,1999). La unión del espermatozoide con 

la ZP3 induce la exocitosis del acrosoma a través de dos vías de señal-activación. La 

primera produce la activación de GTP y de la fosfolipasa C. De esta manera, se produce 

una elevación del calcio citoplasmático del espermatozoide (García, 2005). La segunda vía, 

estimulada también por el mismo receptor, incrementa el flujo de calcio a través de los 

canales tipo T (Primakoff y Myles, 2002). La unión secundaria acontece tras la reacción 

acrosomal. El espermatozoide reaccionado permanece unido a la ZP2 gracias a la enzima 

proacrosina que se encuentra anclada a la membrana acrosomal interna. Los 

espermatozoides que hayan sufrido la reacción acrosomal previo a la unión con las 

glicoproteínas de la zona pelúcida, no fecundarán al ovocito (Töpfer-Petersen et al., 2000). 

Tras la reacción acrosomal y la unión secundaria en la zona pelúcida, el 

espermatozoide atraviesa el espesor de la zona pelúcida para alcanzar el espacio 
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perivitelino. Según hipótesis propuestas, la penetración de la zona pelúcida se conseguiría 

mediante la acción coordinada de las enzimas acrosomales liberadas en la reacción 

acrosomal y a la potente fuerza de empuje desarrollada por el movimiento del 

espermatozoide, que agita la cola de lado a lado y la cabeza de delante a atrás (Martínez, 

2002). Una vez en el espacio perivitelino, la membrana plasmática de la cabeza del 

espermatozoide localizada sobre el segmento ecuatorial se une a la membrana plasmática 

del ovocito, y se inicia en ese punto la fusión de ambas membranas (Moore y Bedford, 

1983). En el proceso de fusión están implicadas unas proteínas presentes en la membrana 

plasmática del espermatozoide, la fertilina y ciritestina (Primakoff y Myles, 2002). La 

entrada de la cabeza del espermatozoide en el citoplasma del ovocito va acompañada de la 

incorporación gradual de su cola. Las mitocondrias presentes en la cola del espermatozoide 

son degradadas y sólo las mitocondrias maternas pasarán a la siguiente generación 

(Yanagimachi, 1994). 

 

2.2.4 Activación del ovocito 

 

La fusión de las membranas de ambos gametos desencadena la activación del ovocito 

mediante una cascada de señales de transducción que darán lugar al cigoto diploide. La 

activación se puede definir como una serie de cambios celulares que son inducidos por el 

espermatozoide en el ovocito y producen la reanudación de la meiosis, y la posterior 

transformación del ovocito en un embrión capaz de desarrollarse (Ben-Yosef y Shalgi, 

2001). 

La fusión de las membranas del espermatozoide y del ovocito provoca una liberación 

de Ca2+ desde los reservorios intracitoplasmáticos (como el retículo endoplásmico liso), que 

da lugar a un aumento en la concentración intracelular de Ca2+ en el ovocito penetrado en 

forma de oscilaciones repetitivas. El incremento en la concentración de calcio intracelular 

ocurre entre los tres primeros minutos de la fusión de las membranas y se presenta como en 

oleadas desde la entrada espermática (Ben-Yosef y Shalgi, 2001). La primera entrada de 

calcio es seguida por una serie de entradas cortas de elevada amplitud que se denominan 

oscilaciones de calcio. Éstas se observan en todos los ovocitos de mamíferos pero su 
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frecuencia es específica de especie. Conforme avanza el proceso de fertilización, la 

amplitud y la frecuencia de los influjos de calcio disminuyen mientras que la duración se 

incrementa hasta que se produce el cese total de las oscilaciones, que tiene lugar durante la 

interfase y la formación pronuclear (varias horas después de la entrada del espermatozoide) 

(García, 2005). 

En los ovocitos de mamíferos no es absolutamente necesaria  la penetración 

espermática para experimentar su activación, ya que también pueden ser activados por una 

gran variedad de estímulos físicos y químicos (Whittingham, 1980).  

Cuando los pronúcleos masculino y femenino están completamente formados, migran 

hacia el centro del citoplasma, se aproximan el uno al otro hasta quedar frente a frente, las 

membranas nucleares se desintegran y sus cromosomas se asocian antes de efectuar la 

primera división mitótica (Martínez, 2002). La unión de los pronúcleos masculino y 

femenino se considera el final del proceso de la fertilización y el principio del desarrollo 

embrionario, a esta unión se le denomina singamia (Yanagimachi, 1994). 

 

2.2.5 Prevención de la poliespermia in vivo  

 

Existen varios  mecanismos de defensa que evitan la poliespermia. Uno de ellos es el 

descenso importante en el número de espermatozoides que son depositados en la hembra y 

los que finalmente llegan al lugar de la fertilización. Los espermatozoides que no consiguen 

alcanzar su objetivo quedan retenidos tanto en su trayecto a lo largo del útero, como en los 

reservorios de la unión ampular ístmica. En los reservorios, los espermatozoides viables son 

liberados de una manera gradual y en un número reducido momentos antes de la ovulación. 

Otros mecanismos son las capas de células del cúmulus que rodean al ovocito al ser 

ovulado y el establecimiento de la reacción cortical en la zona pelúcida, que es el 

mecanismo más específico de bloqueo de la poliespermia (Martínez, 2002). 

La reacción cortical, con la exocitosis del contenido de los gránulos corticales, es el 

principal mecanismo que dispone el ovocito porcino para evitar la entrada en su citoplasma 

de más de un espermatozoide. Al final de la maduración de los ovocitos, se produce la 

migración de los gránulos corticales hacia la membrana plasmática. Durante la fertilización, 
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la penetración del espermatozoide induce la exocitosis de los gránulos corticales, que 

contienen enzimas hidrolíticas y componentes sacáridos, cuyo contenido se dispersa en el 

espacio perivitelino y produce la formación de una especie de cubierta cortical granular, así 

como modificaciones en las proteínas de la zona pelúcida y la inactivación de los receptores 

espermáticos, bloqueando así la penetración de más de un espermatozoide. Sin embargo, la 

reacción zonal no es suficiente cuando los ovocitos se exponen a un número de 

espermatozoides superior al fisiológico. Efectivamente, se ha observado que los ovocitos 

madurados in vivo y fertilizados in vitro pueden alcanzar niveles de hasta un 100% de 

poliespermia (Gil, 2001).  

 

2.3 Desarrollo embrionario 

 

2.3.1 División embrionaria 

 

Poco después de la fertilización, el cigoto comienza a dividirse a la vez que va 

recorriendo el oviducto hacia el útero, esto último facilitado por la acción de las hormonas 

estrogénicas (García, 2005). 

Los cigotos porcinos sufren la primera división celular aproximadamente entre las 

17 y 19 h después de la ovulación (Hunter, 1974). Los embriones porcinos se mantienen en 

el estadio de 2 células durante 6 a 8 h mientras que el estadio de 4 células se prolonga 

durante 20 a 24 h (Flint, 1981), por lo que la mayoría de los embriones entran en este 

estadio en el útero (Davis, 1985). Durante este proceso, la división se produce sin que 

aumente la masa celular, a diferencia de la mitosis de las células somáticas (García, 2005). 

El estadio de mórula (8 a16 células) en la especie porcina se alcanza alrededor del día 4, 

tomando como día 0 el momento de la ovulación (Stroband y Van der Lende, 1990). 

La activación del genoma embrionario, es el punto a partir del cual el genoma 

embrionario comienza a ser transcripcionalmente activo y pasa a ser el que controla el 

desarrollo embrionario; antes de esta activación genómica, el desarrollo embrionario está 

controlado por las proteínas y el RNAm maternos, los cuales son sintetizados y 

almacenados en forma inactiva por el ovocito (Exley y Carol, 1999). El bloqueo en el 



13 
 

estadio de 4 células, que supone un obstáculo para el cultivo in vitro, corresponde al 

momento de la activación del genoma embrionario, y es análogo al que sufren los 

embriones ovinos de 8 a16 células o los bovinos en 8 células (Martínez, 2002). 

 

2.3.2 Formación del blastocisto 

 

Cuando la mórula está formada, los blastómeros empiezan a separarse en 2 

poblaciones distintas: las células internas y las externas. Las células de la posición interna 

desarrollan uniones tipo gap, que por un lado permiten la comunicación intercelular y, por 

otro, van a mantener agrupado a este conjunto celular. Las células externas van a 

desarrollar uniones estrechas u ocluyentes, que se producen para modificar las 

características de permeabilidad. Este estadio en el que el embrión aún se encuentra 

rodeado por la zona pelúcida, recibe el nombre de blastocisto que se produce al día 5 o 6, 

en este tiempo el genoma embrionario es activado por completo, además se diferencian 

según su posición dos poblaciones de células: una interna (masa celular interna) que dará 

origen al embrión propiamente dicho, y otra, la situada periféricamente, que origina el 

trofoectodermo o trofoblasto, que interviene en la ingestión selectiva de nutrientes y 

formará posteriormente el corion. Las células del trofoblasto tienen permeabilidad 

selectiva, lo cual favorece el transporte de agua y sodio que contribuye a la formación del 

blastocele (García, 2005; Ajduk y Zernicka-Goetz, 2013).  El número de células en el 

momento de la formación del blastocele es normalmente de 16 a 32 (Papaioannou y Ebert, 

1988). 

 

2.3.3 Eclosión 

 

Antes de la eclosión, los blastocistos sufren un fenómeno de expansión ocupando la 

totalidad del espacio perivitelino, esta es la etapa de  blastocisto expandido. La media de 

células en los blastocistos porcinos expandidos es de 65 a 120 (Papaioannou y Ebert, 1988). 

Entre el día 6 y 7 se produce la rotura de la zona pelúcida y la salida del embrión por el 

punto de rotura. Entre las causas de rotura se encuentran el crecimiento y la expansión del 
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blastocisto, el aumento de líquido en el blastocele, las contracciones rítmicas del embrión 

que se producen como consecuencia de ambos factores y otras causas variables según la 

especie, como la producción de una lisina por el epitelio uterino, cambios en la integridad 

de la zona por factores enzimáticos producidos por el útero o el embrión, o la exposición al 

ambiente uterino sensibilizado por los estrógenos (García, 2005).   

Tras la eclosión, los blastocistos porcinos permanecen en la luz del útero hasta el día 

13, lo que constituye un periodo preimplantacional muy largo si se le compara con el de los 

humanos o los animales de laboratorio. El diámetro de los blastocistos recién eclosionados 

es de 0.2 mm aproximadamente (Martínez, 2002). 

 

2.4 Maduración de ovocitos in vitro 

 

La producción in vitro de embriones es un proceso  que comprende: la obtención y 

maduración de ovocitos in vitro, la capacitación in vitro de los espermatozoides, el 

cocultivo de ambos gametos o IVF, y el cultivo de los embriones resultantes hasta alcanzar 

el estadio de blastocisto (Martínez, 2002). 

Los ovocitos foliculares porcinos pueden exitosamente madurase in vitro y pueden 

alcanzar su potencial desarrollo después de la  IVF (Hong y Lee, 2007). La maduración del 

ovocito in vitro incluye la maduración nuclear así como la maduración citoplasmática, estos 

dos procesos deben ser considerados procesos independientes (Schoevers et al., 2005). Sin 

embargo, aunque la maduración nuclear se lleva a cabo durante la IVM, la maduración del 

citoplasma es todavía inapropiada. Ya que existe una frecuente ocurrencia de poliespermia 

y bajos índices de desarrollo después de la fertilización de los ovocitos madurados in vitro 

(Gil et al., 2010). Las condiciones in vitro quizá causen efectos negativos en el  movimiento 

de las mitocondrias dentro del citoplasma (Sun et al.,  2001b), en la síntesis de proteína 

(Ellederova et al., 2006), y en el transporte de señales e iones (especialmente calcio) (Sun et 

al.,  2001b; Sun y Nagai, 2003). El contenido intracelular de glutatión y la habilidad del 

citoplasma para descondensar el núcleo del espermatozoide o para inducir la formación del 

pronúcleo masculino ha sido usado como indicador de maduración citoplasmática (Gil et 

al., 2010). 
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El proceso de expansión de las células del cúmulus, que ocurre in vitro e in vivo, es 

uno de los mayores indicadores de maduración del ovocito. La maduración nuclear de 

ovocitos es fácilmente evaluada morfológicamente por la presencia de un primer cuerpo 

polar, pero faltan métodos no invasivos para evaluar la maduración citoplasmática (Katska-

Ksiazkiewicz, 2006). 

 

2.4.1 Condiciones de cocultivo 

 

El tiempo de cultivo necesario para obtener los ovocitos madurados in vitro en el 

estadio nuclear de metafase II es bastante aproximado al requerido in vivo. Yamauchi et al. 

(1996) apuntan que el periodo óptimo de cultivo es de 42 a 44h. La temperatura de 

incubación más utilizada, tanto en la IVM como en la IVF y el cultivo de embriones se 

encuentran cercanas a la temperatura corporal de la cerda que es de 39ºC. La atmósfera de 

cultivo empleada como rutina en los protocolos de producción de embriones porcinos es de 

5% de CO2 y 95% de humedad. Normalmente, los cultivos in vitro utilizan medios ricos en 

bicarbonato sódico para mantener el pH adecuado (García, 2005). 

 

2.4.2 Medios de cultivo 

 

Para la maduración in vitro de los ovocitos porcinos, se han empleado distintos 

medios de cultivo, según el grupo de trabajo o el propósito del estudio. Los medios se 

pueden clasificar en sencillos o complejos, dependiendo de la cantidad de productos 

incluidos en su composición. Ejemplos de medios sencillos ampliamente utilizados en la 

IVM de los ovocitos porcinos son el medio el medio Krebs Ringer Bicarbonato (Naito et 

al., 1988), el medio North Carolina State University - 23 (NCSU-23) (Peeters y Wells, 

1993) y el medio Whitten (Funahashi  1994), que se suelen preparar en el propio 

laboratorio. Entre los medios complejos más utilizados están el medio de cultivo de tejidos 

199 (TCM199) (Zheng y Sirard, 1992) y el Waymouth (Yoshida et al., 1993), que debido al 

elevado número de componentes, se suelen adquirir en preparados comerciales. A estos 

medios regularmente se les adiciona cisteína, cisteamina, factor de crecimiento epidérmico 
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(EGF), glutatión, beta mercaptoetanol, 9-cis ácido retinoico y hormonas que mejoran la 

maduración citoplasmática y el subsecuente desarrollo de los ovocitos de cerdo (Gil et al., 

2010). También muchos de los medios son suplementados con gonadotropinas, 

especialmente con hormona luteinizante (LH) y hormona folículo estimulante (FSH) 

(Abeydeera, 2002). 

Los medios de cultivo se dividen en definidos o indefinidos, conforme al tipo de 

suplementos que contengan. Los medios definidos son aquellos en los que se conoce su 

composición bioquímica y cantidad, los medios no definidos son aquellos a los cuales se les 

agrega materiales biológicos que contienen cantidades y metabolitos desconocidos. La 

tendencia actual es, en la medida de lo posible, la eliminación de suplementos no definidos, 

pues contienen factores desconocidos que dificultan la identificación de los mecanismos 

involucrados en la regulación de los procesos en estudio. Sin embargo, se requiere de 

estudios sobre los efectos que tienen los diversos factores contenidos en los materiales 

biológicos que pueden ayudar a la formulación de mejores medios químicamente definidos 

(Abeydeera, 2002). 

Los medios de maduración se suelen enriquecer con suero fetal bovino (Nagai y 

Moor, 1990), suero de cerdo recién nacido, BSA (Nagai et al., 1984) y fluido folicular 

porcino (Yoshida et al., 1992) como fuentes de proteínas.  

Sólo los medios definidos deberían ser usados para estandarizar las investigaciones 

entre diferentes laboratorios (Gil et al., 2010). 

 

2.4.3 Factores que influyen en la IVM 

 

Se ha reportado que los ovocitos pequeños tienen un menor índice de penetración 

comparado con los ovocitos grandes. El crecimiento inmaduro de los ovocitos de cerda 

tienen una baja penetrabilidad comparado con los ovocitos totalmente maduros y de gran 

crecimiento, esto muestra que la habilidad de desarrollo de los ovocitos pequeños de 

folículos antrales menores a 2.2 mm de diámetro, es pobre, presumiblemente porque esos 

ovocitos pequeños están todavía creciendo, sin embargo la información es variable en 

cuanto a los ovocitos de folículos de diferentes tamaños (Lucas et al., 2003). 
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En cerdos, cuando la maduración y el desarrollo competitivo de los ovocitos de 

cerdas prepúberes y cerdas adultas fueron comparados, se encontró que los ovocitos de 

cerdas adultas maduran a la segunda metafase de la meiosis en un menor tiempo que las 

cerdas prepuberes y mostraron altos índices de desarrollo al estadio de blastocisto. Esto 

indica que los ovarios adultos contienen ovocitos con un alto desarrollo competitivo 

comparado con los ovarios prepúberes (Nagai, 2001). 

Es generalmente aceptado que las células del cúmulus durante el periodo de la 

maduración son el soporte de la IVM de los ovocitos a metafase II y están involucradas en 

la maduración citoplasmática necesaria para desarrollar una buena capacidad post 

fertilización, tal como la formación de pronúcleos masculinos, especialmente en los 

ovocitos porcinos y el desarrollo al estado de blastocisto. Sin embargo, la presencia de las 

células del cúmulus durante la maduración no parece ser un requerimiento absoluto en 

bovinos, ya que los blastocistos obtenidos de ovocitos libres de cúmulus incubados con 

piruvato de sodio tienen una capacidad de desarrollo normal después de la transferencia 

embrionaria en becerras. En contraste, los ovocitos de porcino libres de las células del 

cúmulus no se pueden desarrollar más allá del estadio de 4 células, incluso después de 

madurar en un medio que contenía cisteína y teniendo una alta concentración de glutatión y 

un alto índice de formación de pronúcleos masculinos después de la IVF (Nagai, 2001). 

En cerdos, la competencia del desarrollo de los ovocitos es afectada por el diámetro 

de los folículos de los cuales los ovocitos fueron colectados. Por lo tanto, las células 

foliculares y los factores locales intraovarios en el fluido folicular quizá afecten la 

reactivación meiótica de los ovocitos y su subsecuente desarrollo después de la IVF. En 

efecto, la suplementación con fluido folicular en el medio de IVM ha tenido un efecto 

beneficioso sobre la maduración nuclear del complejo cúmulus-ovocito de porcino (Agung 

et al., 2010). La adición de células de la granulosa al medio de cultivo promueve la 

maduración nuclear y citoplasmática de los ovocitos (Agung et al., 2010). 

 

2.4.4 Clasificación de ovocitos 
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- Ovocitos categoría I (Excelentes). Presentan un citoplasma oscuro y uniforme, 

combinado con 5 ó más capas compactas de células del cúmulus. 

- Ovocitos categoría II (Buenos). Presentan un citoplasma oscuro y uniforme, 

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

cúmulus. 

- Ovocitos categoría III (Regulares). Presentan una pérdida de la uniformidad del 

citoplasma, la corona radiada se presenta incompleta y las capas de células del cúmulus 

presentes son menos compactas. 

- Ovocitos categoría IV (Malos). Presentan citoplasma no homogéneo o fragmentado, 

las células de la corona radiada y del cúmulus se encuentran disgregadas o ausentes en su 

totalidad (Sánchez y Silva, 2003). 

 

2.5  Fertilización de ovocitos in vitro 

 

La IVF ha sido definida como la penetración de los espermatozoides capacitados en 

los ovocitos maduros fuera del tracto genital femenino (García, 2005). 

 

2.5.1 Condiciones de cocultivo 

 

La duración óptima del cocultivo de los ovocitos con el semen va a depender de las 

condiciones a las que sean sometidos los espermatozoides. Por ejemplo, los tratamientos de 

lavado, centrifugación o selección previos a la IVF (Matás et al., 2002), así como las 

diferencias en la composición del medio de fertilización (Funahashi y Nagai, 2001), pueden 

dar lugar a variaciones en el estado de capacitación de los espermatozoides que, según 

Funahashi y Nagai (2001), podrían influir en el tiempo que precisan estos para penetrar al 

ovocito. De modo que el tiempo óptimo de cocultivo va a depender de las características de 

cada estudio. 

Las condiciones más utilizadas en la incubación de los ovocitos en la  IVF son 

prácticamente las mismas que las utilizadas para la IVM; un 5% de CO2 en atmósfera 

saturada de humedad y una temperatura de 38.5 a 39 ºC (García, 2005). 
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2.5.2 Medios de cultivo 

 

Los medios más comunes para la IVF incluyen el medio Tris-buffer  (TBMm), 

TCM199, Medio de tyrodes modificado (TALPm) y el medio Whitten´s modificado. 

Muchos de estos medios son suplementados con cafeína que promueven en la motilidad 

espermática y que inducen la capacitación antes de la inseminación y/o durante el cocultivo 

con los ovocitos (Gil et a., 2010). 

 

2.5.3 Prevención de la poliespermia in vitro 

 

Aunque en cerdos los cigotos poliespérmicos pueden desarrollarse hasta el estadio de 

blastocisto, los embriones poliploides fallan para desarrollarse por completo. Por lo tanto la 

penetración poliespérmica es todavía una de las principales causas para reducir la eficiencia 

en la producción lechones después de la IVF, cuando comparamos una fertilización normal 

in vivo con una in vitro, los ovocitos fertilizados in vitro son expuestos a un gran número de 

espermatozoides capacitados por un gran periodo de tiempo. Quizá no sea fácil resolver 

este problema, porque un alto índice de poliespermia también fue observado incluso in vivo 

cuando el número de espermatozoides en el sitio de fertilización fue incrementado 

artificialmente (Nagai, 2001). Aunque las técnicas de IVM y IVF en ovocitos de cerda han 

sido mejoradas en años recientes, las altas incidencias de fertilización poliespérmica restan 

la producción exitosa de grandes números de embriones porcinos in vitro (Gil et al., 2004). 

El uso de fluido oviductual de cerdas en el día 21 del ciclo estral, en el medio de 

maduración en 10, 30 o 100% de concentración para incubar ovocitos por 1.5 horas antes 

de la IVF, reduce los índices de fertilización poliespérmica sin que baje el índice de la IVF 

(Nagai, 2001). Una reducción del periodo de exposición ovocito-espermatozoide también 

ha demostrado que incrementa la incidencia de monoespermia. En efecto los sistemas más 

actuales de IVF usan de 5 a 6 horas de tiempo de coincubación espermatozoide-ovocito, 

comparado con las 12 a 18 horas de tiempo de coincubación que se usaba en los sistemas 

de IVF originales en porcinos (Gil et al., 2004). Recientemente los índices de penetración y 

desarrollo de blastocistos fueron mejorados con una simple modificación en el 
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procedimiento de la IVF, reduciendo la coincubación de 5 horas a 10 minutos. Esto sugiere 

que el extender los tiempos de coincubación, tiende a incrementar la interacción resultando 

en una alta incidencia de penetración poliespérmica. Sin embargo Gil et al. (2004) encontró 

que cortos periodos de coincubación espermatozoide-ovocito durante la IVF no mejora la 

eficiencia de la producción de embriones de cerda in vitro, aunque es necesario el 

desarrollo de nuevas estrategias para minimizar el número de espermatozoides capacitados 

presentes en la fertilización para obtener altos índices de penetración y monoespermia. 

En los espermatozoides congelados-descongelados usados para determinar la 

eficiencia de la IVF, es mejor la coincubación de 10 minutos combinados con altos índices 

de espermatozoides-ovocito (1000 a 1500 espermatozoides por ovocito) y para largos 

tiempos de coincubación es mejor combinarlo con bajos índices de espermatozoides- 

ovocito (500 espermatozoides x ovocito). Los espermatozoides dirigidos a la zona pelúcida 

requieren un máximo de 2 horas en un medio apropiado para penetrar los ovocitos (Gil et 

al., 2007). 

Almiñana et al., (2008) encontraron que tiempos tan cortos como 2 minutos son lo 

bastante largos para obtener buenos índices de fertilización y similares a los obtenidos 

actualmente con tiempos largos (6 horas) en IVF en porcinos. Se ha especulado que parte 

del problema de la poliespermia es debido a una inadecuada maduración ovocitaria; sin 

embargo, cuando se utilizan ovocitos recién ovulados y fertilizados in vitro también se 

obtienen fertilizaciones poliespérmicas (Coy et al., 1993). Tomando en conjunto lo descrito 

anteriormente, hay que pensar en la poliespermia como un problema complejo en el que 

están involucradas tanto las condiciones de IVM del ovocito, como las de capacitación in 

vitro de los espermatozoides y de cocultivo in vitro de los espermatozoides con los 

ovocitos. 

 

2.6 Cultivo de embriones 

 

2.6.1 Condiciones del cultivo 
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Las condiciones más utilizadas en la incubación de los embriones in vitro son 

prácticamente las mismas que las utilizadas para la IVM y la IVF; un 5% de CO2 en 

atmósfera saturada de humedad y una temperatura de 38.5-39 ºC (García, 2005). 

 

2.6.2 Medios de cultivo  

 

El medio North Carolina State University (NCSU-23 y NCSU-37) es el medio más 

comúnmente empleado en los sistemas de cultivo de embriones de porcinos, ya que es el 

medio con el que mayor porcentaje de blastocistos se ha obtenido y ha sido usado 

extensamente por diferentes investigadores (Gil et al., 2010). 

Los medios de cultivo embrionario suelen ser enriquecidos con BSA (Petters y Wells, 

1993) y suero fetal bovino (Koo et al., 1997). El suero fetal bovino al igual que la BSA 

proporcionan al medio de cultivo ciertos factores, como aminoácidos y proteínas, además el 

suero fetal bovino también proporciona sustratos energéticos, vitaminas y factores de 

crecimiento (Bavister,1995; Martínez, 2002), importantes en la formación y eclosión de los 

blastocistos (Gardner et al., 1994). Uno de los problemas que presenta la utilización de 

suero fetal bovino o BSA, además de la falta de definición de los medios, es la variabilidad 

encontrada entre diversos lotes del mismo producto (Dobrinsky et al., 1996). Estos medios 

todavía no son del todo apropiados por dos razones: la primera es debido a que son medios 

semi-definidos y segundo porque estos medios todavía son subóptimos para el desarrollo 

embrionario (Gil et al., 2010).  

 
2.7 Arginina 

 

La arginina es un aminoácido semiesencial o condicionalmente esencial y es uno de 

los aminoácidos metabólicamente más versátiles, sirve como un precursor para la síntesis 

de urea, óxido nítrico, poliaminas, prolina, glutamato, creatina y agmatina (Figura 1). Su 

versatilidad provee un gran terreno para los investigadores en muchas áreas de la 

investigación biomédica (Morris, 2006). 
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Las fuentes de la arginina libre dentro del cuerpo son: la proteína de la dieta, la 

síntesis endógena y las proteínas del cuerpo (Figura 1). Cerca del 40% de la arginina de la 

dieta es catabolizada por el intestino antes de que pueda entrar en la circulación (Wu y 

Morris, 1998). Durante el ayuno, cerca del 85% de la arginina de la circulación deriva de la 

proteína endógena y el resto se origina de la síntesis de novo (Wu y Morris, 1998). La 

mayoría de la síntesis de novo de la arginina ocurre en una colaboración metabólica entre el 

intestino delgado y el riñón en el que es conocido como el eje intestino-renal de la síntesis 

de la arginina (Rabier y Kamoun, 1995). La magnitud de la síntesis endógena es lo 

suficientemente grande para que la arginina no sea un aminoácido esencial de la dieta. Sin 

embargo, la síntesis endógena de la arginina no puede satisfacer las necesidades de niños en 

crecimiento o adultos bajo estrés catabólico o con disfunción del intestino delgado o riñón; 

debido a esto, la arginina es clasificada como un aminoácido semiesencial o 

condicionalmente esencial (Rabier y Kamoun, 1995; Flynn et al., 2002).  

 

 
 

Figura 1. Fuentes y destinos metabólicos de la arginina (Adaptada de Morris, 2006). 

 

Síntesis 

 

Algunas de las enzimas que participan en la síntesis de la arginina están presentes 

en varios tipos celulares, mientras que la expresión de otras enzimas es altamente 

restringida (Wu and Morris, 1998). La ornitina aminotransferasa, la argininosuccinato 
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sintetasa y la argininosuccinato liasa están ampliamente distribuidas en el tejido animal 

(Wu et al., 1997), mientras que la ornitina carbamoiltransferasa está restringida al hígado y 

a la mucosa intestinal (Wu y morris, 1998). 

En adultos, la mayoría de la síntesis endógena de la arginina involucra una vía inter-

órgano (también conocida como el eje intestino-renal) en la cual el intestino delgado libera 

la citrulina dentro de la circulación sanguínea la cual es extraída principalmente por el riñón 

para la conversión a arginina (Dhanakoti et al., 1990). La síntesis endógena de la arginina 

juega un papel importante en la regulación homeostática de la arginina en neonatos y 

cerdos en crecimiento (Wu et al., 1997), pero no tiene mayor importancia en la regulación 

homeostática de la arginina en humanos adultos sanos (Castillo et al., 1993). De todos los 

mamíferos destetados o adultos, los cerdos son la única especie cuyo intestino delgado 

libera endógenamente la arginina sintetizada dentro de la circulación venosa la cual resulta 

del balance entre la síntesis de la arginina y el catabolismo por la mucosa intestinal (Wu y 

Morris, 1998). 

Al nacimiento, el intestino delgado es el mayor sitio de síntesis neta de la arginina 

(Blachier et al., 1993), pero gradualmente llega a ser el mayor sitio de producción de la 

citrulina además muestra un incremento en la expresión de  la arginasa intestinal (Blachier 

et al., 1993). Esta transición es compensada por el gradual incremento de la capacidad del 

riñón para sintetizar la arginina a partir de la citrulina (Wu y Morris, 1998). En adición, la 

glutamina,  el glutamato y la prolina son también importantes precursores para la síntesis de 

la citrulina y la arginina (Wu, 1997). 

Aproximadamente el 60% de la síntesis de la arginina en adultos mamíferos ocurre 

en el riñón (Dhanakoti et al., 1990), en donde la citrulina es extraída de la sangre y 

convertida a arginina por la acción de la argininosuccinato sintetasa y la argininosuccinato 

liasa, las cuales están localizadas en el tubo contorneado distal (Levillain et al., 1990). Se 

han llevado a cabo estudios en los cuales se ha establecido que el riñón es el mayor órgano 

involucrado en la síntesis de la arginina endógena (Dhanakoti et al., 1990).  

 

Vías de acción 
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Existe un complejo de vías altamente reguladas a través de las cuales se metaboliza 

la arginina y que no son completamente entendidas a nivel celular  (Morris, 2006). La 

arginina es el sustrato de 4 enzimas encargadas de su metabolismo: la arginasa, la óxido 

nítrico sintetasa (NOS), la arginina: glicina amidinotransferasa y la arginina descarboxilasa. 

La arginasa y la NOS son expresadas como 2 o 3 isoenzimas respectivamente, que son 

producto de distintos genes (Wu y Morris, 2004). La acción de estas 4 enzimas da como 

resultado la producción de 7 moléculas de bajo peso molecular (Figura 1). La presencia de 

una diferenciada expresión tisular de las enzimas así como de los trasportadores implicados 

en el metabolismo de la arginina produce diferentes resultados metabólicos (Wu y Morris, 

1998).  

 

2.7.1 Efecto de la arginina sobre la reproducción 

 

Como ya se ha mencionado, la arginina juega múltiples papeles en el metabolismo 

animal, ya que sirve como substrato para la síntesis de proteína, es intermediario en el ciclo 

de la urea y es precursor para la síntesis de varias moléculas metabólicas importantes, 

incluyendo el óxido nítrico y las poliaminas.  

La administración de arginina mejora la restricción del crecimiento intrauterino en 

mujeres (Xiao, y Li. 2005), mientras que la suplementación de arginina en la dieta ayuda a 

la supervivencia fetal y el crecimiento en ratas (Zeng et al 2008) y cerdas (Mateo et al., 

2007). Adicionalmente, la arginina es la fuente de nitrógeno más abundante en fetos de 

cerdos y es uno de los aminoácidos más abundantes depositados en el tejido fetal (Wu et 

al., 1999) y en el fluido alantoideo del embrión porcino durante la gestación temprana (Wu 

et al. 1996). El feto obtiene la arginina directamente de la circulación materna vía el flujo 

de sangre útero-placenta e indirectamente vía la citrulina (Wu et al., 2008).  

La arginina es el precursor del óxido nítrico y las poliaminas (Wu y Morris , 1998). 

El óxido nítrico es el mayor factor de relajación derivado del endotelio (Wu y Meininger, 

2000) y juega un papel importante en la regulación del flujo sanguíneo placento-fetal y por 

lo tanto en la transferencia de nutrientes y O2 de la madre al feto (Bird et al., 2003). De 

igual forma, las poliaminas regulan la síntesis de proteína y DNA, por lo tanto, también la 
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proliferación y la diferenciación celular (Igarash y Kashiwagi, 2000 “Wu et al., 2007”). 

Gran evidencia muestra que el óxido nítrico y las poliaminas son claves en la regulación de 

la angiogénesis y la embriogénesis, así como del crecimiento placentario y fetal (Reynolds 

y Redmer, 2001; Wu et al, 2004). 

 

2.7.2 Óxido nítrico 

 

El óxido nítrico es un gas radical libre inorgánico, es sintetizado por la NOS a partir 

de la arginina como una señal extra e intracelular (Knowles y Moncada, 1994). La NOS es 

una enzima existente en tres isoformas. Dos de estas NOS, la neuronal (nNOS, también 

conocido como tipo I y originalmente identificada en tejido neuronal) y la endotelial 

(eNOS, también conocido como tipo 3 y originalmente identificadao en células vasculares 

endoteliales), son sintetizadas de manera constitutiva y parecen ser responsables de la 

liberación basal continua de óxido nítrico independientemente de la demanda fisiológica. 

La tercera isoforma NOS inducible (iNOS también conocida como tipo II y originalmente 

identificada en macrófagos y hepatocitos), es expresada en respuesta a citoquinas y 

lipopolisacáridos inflamatorios (Knowles y Moncada, 1994; Hattori et al., 2000).   

 

Síntesis  

 

Es claro que la síntesis de óxido nítrico a partir de la arginina es una reacción la cual 

involucra 2 pasos separados de mono oxigenación. La NG-hidroxiarginina es un 

intermediario formado por una reacción que requiere O2, una nicotidamida adenina 

dinucleótido sulfóxido (NADPH) y la presencia de tetrahidrobiopterin. El segundo paso en 

la reacción de la NOS resulta en la oxidación de NG-hidroxiarginina para formar la citrulina 

y el óxido nítrico (Knowles y Moncada, 1994).  

 

Vías de acción 
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El óxido nítrico es un reconocido activador de la guanilato ciclasa, llevando a un 

incremento en los niveles de monofosfato de guanosina cíclico (cGMP) en células blanco 

(Jablonka-Shariff y Olson, 1997). Sin embargo, recientes estudios sugieren que el óxido 

nítrico puede también inducir sus efectos biológicos vía rutas no dependientes  de cGMP. 

También, el óxido nítrico ha sido mostrado como un activador directo de la familia de la 

MAPK (Lander et al., 1996). También puede actuar como un eliminador de los radicales 

libres e inactivar el O2, resultando en la generación de peroxinitrito, un potente oxidante, el 

cual es capaz de inducir citotoxicidad por inducción de peroxidación de lípidos, daño en la 

membrana, ruptura del DNA e inactivación enzimática (Bu et al.,  2003).    

Se ha implicado al óxido nítrico en varios aspectos de la función reproductiva. El 

papel de los radicales libres, tal como el óxido nítrico en el sistema reproductivo es 

complejo, ellos quizá influyan en los procesos celulares por varios mecanismos y con 

efectos positivos y negativos. Los radicales libres deben ser estrechamente controlados para 

evitar destrucción inesperada del tejido; sin embargo, se conoce poco de como ocurre esto 

en un sistema integrado tal como el folículo ovárico (Mitchell et al., 2004). 

Las tres isoformas de la NOS han sido identificadas en el sistema reproductivo donde 

el óxido nítrico juega un importante papel en una variedad de funciones reproductivas (Bu 

et al., 2003), como la contractilidad uterina, la erección peneana, la ovulación y la 

fertilización (Jablonka-Shariff y Olson, 1997; Kuo et al., 2000; Mitchell et al., 2004),  el 

comportamiento sexual, la implantación embrionaria (Heidari Amale et al., 2011), la 

angiogénesis placentaria, y el flujo sanguíneo uterino durante la gestación (Know et al., 

2003).  En el ovario, la NOS ha sido mostrado que participa en una variedad de procesos 

reproductivos, tal como el desarrollo folicular, la ovulación, la función del cuerpo lúteo, la 

maduración meiótica del ovocito (Bu et al., 2003; Dubey et al., 2011) y la atresia de células 

foliculares (Motta y Fernández, 2001). En adición a esto, el mRNA de la NOS ha sido 

detectado en células de la granulosa y lúteas de humano cultivadas, jugando un papel 

antiesteroidogénico (Motta y Fernández, 2001). 

 

2.7.2.1 Efecto sobre el desarrollo folicular 
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Se ha demostrado la presencia de la NOS en el ovario, indicando el potencial de 

producción de óxido nítrico como un participante activo en el desarrollo folicular (Mitchell 

et al., 2004). Ha sido reportado que los folículos tempranos producen más óxido nítrico que 

los que están en estados de desarrollo tardío, mostrando que la actividad de la NOS cambia 

durante el desarrollo folicular. Por lo tanto, el sistema NOS/óxido nítrico quizá tenga un 

importante papel durante las diferentes fases del desarrollo en folículos ováricos de los 

mamíferos (Dubey et al., 2011). 

La omisión de la arginina reduce significativamente la supervivencia folicular y la 

ovulación. Además el uso de un donador o inhibidor de óxido nítrico ha probado que este  

juega un papel importante en la función ovárica y el desarrollo folicular (Huo et al., 2005). 

Ya que los folículos están siendo continuamente generados y regulados por factores de 

crecimiento, es factible que el óxido nítrico derivado de la iNOS actúe como una molécula 

reguladora del crecimiento (Motta y Fernández, 2001). 

Un mecanismo a través del cual el óxido nítrico quizá esté involucrado en el control 

del desarrollo folicular es su efecto sobre la apoptosis, la muerte celular programada por la 

cual la mayoría de los folículos ováricos son perdidos durante la vida postnatal (Li  et al., 

1998). Los resultados sobre el efecto del óxido nítrico sobre la foliculogénesis sugieren que 

el óxido nítrico que localmente se produce contribuye a modular el desarrollo folicular y 

previene la apoptosis en una menor concentración, mientras que concentraciones altas 

promueven la muerte celular  vía formación de peroxinitrato (Tamanini et al., 2003). 

 

2.7.2.2 Efecto sobre la maduración del ovocito 

 

Los resultados acerca del efecto del sistema NOS/óxido nítrico sobre la maduración 

del ovocito son diversos ya que algunos investigadores muestran que le óxido nítrico inhibe 

(Jablonka-Shariff y Olson, 1998) y otros tienen reportes que estimulan la maduración 

nuclear (Sengoku et al., 2001: Huo et al., 2005; Heidari Amele et al., 2011). 

La síntesis de óxido nítrico es importante para la maduración del ovocito. Se ha 

observado que ratas tratadas con inhibidores de la  NOS no solo muestran índices bajos de 

ovulación, también tienen una maduración meiótica del ovocito anormal. Específicamente 
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la inhibición de NOS/óxido nítrico resulta en un significativo bajo porcentaje de ovocitos 

maduros en la metafase II y un gran porcentaje de ovocitos atípicos (Jablonka-Shariff y 

Olson, 1997). Además, se ha demostrado que el  nitroprusiato de sodio, un donador de 

óxido nítrico, estimula la maduración meiótica en ratón (Huo et al., 2005; Dubey et al., 

2011). También se ha reportado que el óxido nítrico derivado de la iNOS es necesario para 

la expansión de las células del cúmulus y la maduración meiótica por mediación de la 

función de las células del cúmulus,   el óxido nítrico derivado de la eNOS también está 

involucrado en la maduración meiótica en porcinos (Tao et al,. 2005).  

Por el contrario, Nakamura et al. (2002) sugieren que el óxido nítrico derivado de la 

iNOS es uno de los inhibidores de la maduración del ovocito. Una alta concentración 

intrafolicular  de óxido nítrico parece jugar un papel en el arresto meiótico de ovocitos 

(Nakamura et al., 2002).  Se ha reportado que el exceso de óxido nítrico inhibe la ruptura de 

la vesícula germinal mientras que la reducción de óxido nítrico durante las horas iniciales 

de la maduración in vitro estimula la ruptura de la vesícula germinal (Dubey et al., 2011). 

Además, los resultados también indican que el óxido nítrico tiene una acción dual sobre el 

desarrollo folicular y la maduración de los ovocitos in vitro dependiendo de la 

concentración, debido a que el exceso de óxido nítrico puede tener efecto y quizá reaccione 

con otros radicales libres para generar peroxinitratos  (ONOO-), las cuales son moléculas 

tóxicas más potentes y quizá sean responsables de inhibir la maduración meiótica de 

ovocitos foliculares (Dubey et al., 2011). Sin embargo estos datos sugieren que la 

producción de óxido nítrico en el ovario y el ovocito, juega un papel importante en la 

ovulación y la maduración meiótica del ovocito (Jablonka-Shariff y Olson, 1998). 

 

2.7.2.3  Efecto sobre la fertilización  

 

El  óxido nítrico ha sido detectado en testículos, epidídimo, próstata y vesículas 

seminales de humanos y ratas (Ehren et al., 1994; Burnett et al., 1995). Experimentos 

realizados con anticuerpos producidos contra la NOS mostraron que esta enzima está 

asociada con el acrosoma y la cola de espermatozoides de ratones (Herrero et al., 1996) y 

parecen estar involucradas en el proceso de la fertilización, incluyendo la motilidad 
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espermática y la reacción acrosomal (Herrero et al., 1997). Bajas concentraciones de óxido 

nítrico causan un incremento significativo en la capacitación (Zini et al., 1995) y unión con 

la zona pelúcida (Sengoku et al., 1998). 

El óxido nítrico es producido por la capacitación de los espermatozoides humanos y 

quizá actúe como un mensajero celular para modular las vías de monofosfato de adenosina 

cíclico (cAMP) involucradas en la capacitación y la fosforilación de la proteína tirosina 

(Herrero et al., 2000). Por otro lado Machado-Oliveira et al. (2008) mencionan que el óxido 

nítrico regula el metabolismo del calcio almacenado en los espermatozoides humanos. 

Además ha sido reportado que el óxido nítrico de los espermatozoides es el primer 

activador de la movilización de Ca2+ en el citoplasma del ovocito del erizo de mar 

provocando su activación (Kuo et al., 2000).   

Estudios en fertilización in vitro han demostrado que la adición de diferentes 

concentraciones de inhibidores de la NOS a los medios de capacitación reducen los 

porcentajes de fertilización dependiendo de la concentración, mostrando que la actividad de 

la NOS es requerida por el espermatozoide para la fertilización (Herrero et al., 1996). 

Interesantemente, un estudio realizado en ratas determinó que la administración oral 

de arginina inhibía la fertilidad de machos sin comprometer la competencia sexual, 

concluyendo que la producción de óxido nítrico quizá tenga efectos negativos en la 

fertilidad del macho (Ratnasooriya y Dharmasiri, 2001).  

 

2.7.2.4 Efecto sobre el  desarrollo embrionario 

 

Ya que se ha observado la importancia del óxido nítrico en los procesos 

reproductivos, incluyendo la implantación embrionaria, la gestación y el parto (Rosseli et 

al., 1998), ha sido sugerido que la producción de óxido nítrico quizá también sea 

importante en el desarrollo temprano (Manser et al., 2004). Sengoku et al. (2001) 

observaron que altas concentraciones de óxido nítrico inhiben el desarrollo embrionario y 

que los inhibidores de óxido nítrico retardan el desarrollo embrionario. Se ha demostrado 

que la inhibición del desarrollo embrionario producido por una falta de óxido nítrico puede 
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ser reversible por la adición de donadores del mismo y que su producción debe ser regulada 

dentro de límites específicos (Tranguch et al., 2003). 

Los mecanismos de acción del óxido nítrico durante el desarrollo embrionario son 

desconocidos, pero la respiración mitocondrial representa una potencial vía (Manser et al., 

2004). Ha sido previamente propuesto que el índice de cAMP y cGMP quizá sean 

importantes en la regulación de la implantación, el crecimiento y la diferenciación 

embrionaria (Dey et al., 1978). Trangch et al. (2003) mostraron que el óxido nítrico 

participa en la regulación del desarrollo embrionario, al menos vía cGMP. 

 

2.7.3 Poliaminas 

 

Las poliaminas son moléculas básicas pequeñas que juegan múltiples papeles 

esenciales en la fisiología de los mamíferos (Pegg, 2009). La putrescina, la espermidina y la 

espermina son sintetizadas en células de mamíferos. La agmatina no es producida por 

mamíferos (Coleman et al., 2004) pero es sintetizada por plantas y muchas bacterias, 

incluyendo la flora intestinal. Las poliaminas son conocidas por ser esenciales en diversas 

funciones reproductivas en los mamíferos (Pegg, 2009).  

 

Síntesis 

 

Las poliaminas producidas endógenamente son sintetizadas de los aminoácidos 

arginina y prolina a través de la ornitina (Wu y Morris, 1998) y/o la metionina (Tabor y 

Tabor, 1984). La ornitina descarboxilasa (OCD1), la enzima limitante de la velocidad de 

biosíntesis y entre la más altamente regulada de las enzimas eucariotas, cataliza la 

descarboxilación de la ornitina para producir la putresina. La putresina se combina con la 

S-denosilmetionina descarboxilada y se transforma a espermidina y espermina por la 

espermidina y espermina sintetasa respectivamente (Lefèvre et al., 2011). 

 

Vías de acción 
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Debido a que las poliaminas son totalmente protonadas en pH fisiológico, ellas son 

consideradas supercationes que tienen la capacidad de interactuar fuertemente con 

macromoléculas polianiónicas como ácidos nucléicos, proteínas y fosfolípidos (Wallace et 

al., 2003). Por tal motivo ellas juegan múltiples y diversos papeles en la función celular 

(Lefèvre et al., 2011). Las poliaminas son conocidas como estabilizadoras de la estructura 

del DNA, inducen la remodelación de la cromatina y de este modo regulan la expresión de 

genes (Wallace et al., 2003, Huang et al., 2009). Se ha propuesto que las poliaminas se 

unen a sitios cargados sobre la interface proteica, afectando las interacciones 

electroestáticas proteína-proteína (Berwanger et al., 2010). Las poliaminas parecen jugar un 

papel esencial en la proliferación celular, con incremento intracelular que ocurre durante la 

transición G0/G1 y G2/M (Alm y Oredsson, 2009). Además las poliaminas también han sido 

implicadas en los programas de muerte celular (Seiler y Raul, 2005) y en modificaciones 

epigenéticas de la cromatina (Heby, 1995). 

Se ha encontrado que las poliaminas juegan un papel importante en la 

espermatogénesis (Kaipia et al., 1990), la foliculogénesis, la maduración del ovocito 

(Bastida et al., 2005), la embriogénesis (Muzikova y Clark, 1995), la implantación (Guha y 

Jänne, 1976) y la placentación (López et al., 2009). Aunque un gran número de funciones 

moleculares se han atribuido a las poliaminas, los mecanismos por los cuales modulan el 

proceso reproductivo son en su mayoría desconocidos (Lefèvre et al., 2011). 

 

2.7.3.1  Efecto sobre el desarrollo folicular  

 

La distribución de la OCD1 en el ovario es interesante debido a que la proteína se 

localiza en la teca interna de los folículos preantrales y antrales (Icekson et al., 1974; 

Persson et al., 1986). La estimulación con gonadotropina coriónica equina (eCG) induce el 

mRNA y la expresión de la proteína OCD1, además de su actividad en células de la 

granulosa (Weiner y Dias, 1993). Se ha mostrado un incremento en la actividad de la 

OCD1 en las células de la granulosa de folículos antrales con la administración de dosis 

ovulatorias de LH o gonadotropina coriónica humana (hCG) en ratones (Bastida et al., 
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2002) y ratas (Maudsley y Kobayashi, 1974).  Las concentraciones de las poliaminas son 

esenciales para el desarrollo folicular y el exceso inhiben su efecto (Lefèvre et al., 20011).  

 

2.7.3.2 Efecto sobre la maduración del ovocito 

 

Hay poca información sobre el papel de las poliaminas sobre la maduración del 

ovocito en mamíferos. Estudios han revelado que un incremento en la actividad de la 

OCD1 en ovarios neonatales de conejo está asociado al comienzo de la profase meiótica 

(YoungLai y Byskov, 1983). Además, se ha observado un incremento de la OCD1 en el 

citoplasma de ovocitos de folículos antrales después la restauración de la meiosis en 

ovarios de ratones adultos (Bastida et al., 2005). Por otro lado, los cambios transitorios de 

Ca2+ asociados con la restauración meiótica de la maduración en ovocitos (Tosti et al., 

2000) son consistentes con efectos de las poliaminas sobre los canales iónicos (Coburn, 

2009). Por tanto, sería un mecanismo para la regulación directa de la meiosis en el ovocito 

por las poliaminas (Lefèvre et al., 2011). Otras investigaciones indican que las poliaminas 

son esenciales para la maduración citoplasmática de los ovocitos y que durante el estadio de 

metafase II protegen a los ovocitos de especies oxígeno reactivas que inducen la apoptosis 

(Zhou et al., 2009). 

 

2.7.3.3 Efecto sobre la fertilización  

 

Los niveles de la espermidina y la espermina son claramente bajos en el plasma 

seminal de hombres infértiles comparados con su contraparte normoespérmico (Calandra et 

al., 1996). En carneros ha sido demostrada una correlación positiva entre las 

concentraciones de la espermidina y la espermina con la motilidad de los espermatozoides 

(Melendrez et al., 1992). Existe un efecto directo cuando se adicionan poliaminas o 

arginina a los espermatozoides humanos con reducida o sin motilidad, incrementando la 

motilidad espermática (Morales et al., 2003). 

Los mecanismos por los cuales las poliaminas afectan la motilidad son desconocidas 

(Lefèvre et al., 2011). Sin embargo existen estudios donde relacionan el efecto de las 
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poliaminas con el mejoramiento de la glicólisis (Pulkkinen et al., 1975) y la señalización 

intracelular (Casillas et al., 1980). 

La reacción del acrosoma puede ser inducida en los espermatozoides bovinos 

capacitados, por exposición a bajas concentraciones de la espermina, mientras que altas 

concentraciones inhiben este efecto (Rubinstein et al., 1995). La espermina parece ser un 

factor descapacitante en el fluido seminal que quizá previene la capacitación prematura y la 

reacción acrosomal (Lefèvre et al., 2011). 

 

2.7.3.4 Efecto sobre el  desarrollo embrionario 

 

La evidencia de la participación de las poliaminas en la embriogénesis temprana 

viene principalmente de la detección del incremento en la transcripción de la ODC1 en 

embriones de ratón de 2 células y en la expresión embrionaria que incrementa a través del 

estadio de blastocisto en esta especie (Domashenko et al., 1997). La actividad de la ODC1 

en los embriones incrementa dentro de los estadios de 2 células y blastocisto temprano en el 

ratón (Alexandre, 1978). Similarmente ha sido reportado un incremento en los embriones 

de cerdo (Cui y Kim, 2005). Las poliaminas parecen mejorar el desarrollo y la 

supervivencia embrionaria in vitro. En el ratón, los ovocitos fertilizados in vitro e 

incubados con poliaminas muestran un alto índice de desarrollo hasta blastocistos 

(Muzikova y Clark, 1995). 

Un potencial mecanismo para que la espermidina y la espermina afecten la 

proliferación embrionaria puede ser encontrado en los requerimientos celulares para estas 

poliaminas en la síntesis de hypusina, una lisina modifica que es única en eucariotas 

(Hyvönen et al., 2007). Este factor es un regulador de la proliferación (Zanelli y Valentini, 

2007). 
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3. HIPÓTESIS 

 

 

La administración de arginina en el medio de maduración y de cultivo embrionario con y 

sin BSA, incrementa el porcentaje de maduración y de desarrollo embrionario temprano de 

embriones porcinos producidos in vitro. 

 

4. OBJETIVOS

 

 

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la adición de arginina 

durante los procesos de MIV de ovocitos, y el desarrollo temprano de embriones porcinos 

producidos  in vitro, en los medios de maduración y cultivo embrionario con y sin BSA.  

 

4.1 Objetivos específicos 

 

1. Determinar el efecto de la arginina en la MIV de ovocitos porcinos en un medio definido, 

sin BSA. 

2. Determinar el efecto de la arginina en la MIV de ovocitos porcinos en un medio 

semidefinido, con BSA. 

3. Determinar el efecto de la arginina en el desarrollo de embriones cultivados en medios de 

maduración y cultivo embrionario definidos, sin BSA. 

4. Determinar el efecto de la arginina en el desarrollo de embriones cultivados en medios de 

maduración y cultivo embrionario semidefinidos, con BSA. 

 

 

  

Ricardo
Texto escrito a máquina
 OBJETIVO GENERAL

Ricardo
Texto escrito a máquina
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5.  METODOLOGÍA 

 

 

Los experimentos se realizaron en los laboratorios del Centro Nacional de Recursos 

Genéticos  y en el Centro Nacional de Investigación Disciplinaria en Fisiología y 

Mejoramiento Animal, ambos del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales 

Agrícolas y Pecuarias. 

 

 Material biológico 

 

Los ovarios  utilizados provenían de cerdas prepúberes, de una línea terminal, de 120 

kg de peso vivo, sacrificadas en el rastro TIF PIGAMEX, ubicado en Tepatitlán, Jalisco. 

 

5.1 Medios de cultivo 

 

Todos los productos químicos utilizados en este estudio fueron adquiridos en la 

compañía Sigma-Aldrich (Toluca, México). La preparación de los medios se realizó con 

agua ultra pura, añadiendo los componentes y  los suplementos específicos para cada medio 

en particular, los cuales se describen más adelante. La osmolaridad de los medios fue de 

280 a 290 mOsm. Los medios se esterilizaron por medio de filtración, a través de un filtro 

de membrana con un diámetro de poro de 0.22 µm en una campana de flujo laminar y se 

conservaron a 4°C en condiciones estériles en frascos y tubos sellados. El pH se ajustó a 

7.4. Los medios fueron incubados a 38.5°C, 5% de CO2 y atmósfera saturada de humedad 

durante cuatro horas antes de ser utilizados. 

 

Solución salina al 0 .9 % 

 

Se utilizó para la recuperación y lavado de los ovarios recolectados en el rastro. 

 

Tyrode modificado (TL-HEPES-PVA) 
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Se utilizó para la recuperación y lavado de ovocitos seleccionados para ser 

madurados in vitro ((Bavister, 1989; Cuadro 1). 

 

 

Cuadro 1. Composición del medio de recuperación de ovocitos Tyrode modificado. 

 

TL-HEPES-PVA mM 

Na Cl 114 

K Cl 3.2 

Na H2PO4 0.34 

Lactato de sodio 10 

Mg Cl2 6H2O 0.5 

Hepes 10 

Piruvato de sodio 0.2 

Sorbitol 12 

Na HCO3 2 

Gentamicina 25 µg/ml 

PVA 0.1% 

Ca Cl2 2H2O 2 

 

 

 

Medio de maduración  y cultivo embrionario 

 

Para la maduración de los ovocitos se utilizó el medio NCSU-23 (Petters y Wells, 

1993; Cuadro 2) enriquecido con 10 ng/ml de (EGF), cisteína 0.57 mM, 0.5 µg/ml de FSH, 

0.5 µg/ml de LH y 1 µg/ml de 17-β estradiol. Para el cultivo embrionario se utilizó el 

medio NCSU-23 sin alguna suplementación (Cuadro 2). 
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Cuadro 2. Composición del medio NCSU-23 para la maduración de los ovocitos y el 

cultivo embrionario. 

 

NCSU -23 mM 

Na Cl 108.7 

K Cl 4.8 

KH2 PO4 1.2 

Mg SO4 7H2O 1.2 

Glucosa 5.6 

Glutamina 1 

Taurina 7 

Hipotaurina 5 

Na HCO3 25.1 

Ca Cl2 2 H2O 1.7 

Gentamicina 25 µg/ml 

 

Medio de fertilización  

 

Se utilizó el medio TBMm  (Abeydeera y Day, 1997; Cuadro 3)  

 

Cuadro 3. Composición del medio TBM para la IVF. 

 

TBM mM 

Na Cl 113.1 

K Cl 3 

Ca Cl2 2H2O 7.5 

Trisma base 20 

Glucosa 11 

Piruvato de sodio 5 

BSA 0.4% 

Cafeína 2.5 
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5.2 Obtención y transporte de los ovarios 

 

Los ovarios recolectados se transportaron en un termo con solución salina 0.9%, 

previamente atemperada a 38°C, en un plazo máximo de una hora desde el sacrificio de los 

animales. 

En el laboratorio los ovarios se lavaron una vez con alcohol al 70% (se sumerieron y 

sacaron inmediatamente) y una vez con solución salina. Se seleccionaron los ovarios con 

folículos de 3 a 6 mm y se desecharon aquellos que presentaban cuerpos lúteos, 

formaciones quísticas o morfología anormal. Los ovarios seleccionados se mantuvieron en 

solución salina a 38°C hasta el momento de su procesamiento. 

 

5.3 Obtención y selección de los ovocitos 

 

Los folículos ováricos de 3 a 6 mm se puncionaron y aspiraron con una aguja calibre 

18 G y jeringa de 10 ml; el fluido folicular y el paquete celular se colocaron en un tubo 

Falcon de 15 ml, se dejó sedimentar durante 15 minutos para obtener el paquete celular y se 

eliminó el sobrenadante. El paquete celular se lavó y resuspendió con medio modificado 

TL-HEPES-PVA atemperado a 38°C, se dejó sedimentar y se eliminó el sobrenadante, esto 

se repitió 2 veces. 

Una vez terminados los lavados, el paquete celular se vertió en una caja de búsqueda 

y se seleccionaron los ovocitos con citoplasma uniforme, granular y rodeados de una masa 

compacta de células del cúmulus. 

 

5.4 Maduración in vitro  

 

Los COCs seleccionados, se lavaron tres veces en gotas de 200 µl de  medio de 

maduración NCSU-23. Se transfirieron a cajas de cuatro pozos en grupos de 50 ovocitos, 

que contenían 1 ml de medio de maduración y se incubaron a 38.5 °C, en una atmósfera 

saturada de humedad y 5% de CO2 por 44 horas. 
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5.5 Fertilización in vitro  

 

Preparación de los ovocitos  

 

Tras finalizar la maduración, se eliminaron las células del cúmulus con 90 segundos 

de agitación en el vortex (máxima velocidad). Los ovocitos denudados se lavaron tres veces 

en el medio de fertilización TBMm, previamente equilibrado en la incubadora por 4 horas y 

se eliminaron los ovocitos degenerados (zona pelúcida o citoplasma dañado). Grupos de 30 

ovocitos, en 10 μl de medio, fueron transferidos a microgotas de 80 µL de medio de 

fertilización, cubiertas con aceite mineral en cajas de Petri; se incubaron a 38.5 °C, con 

saturación de humedad y 5% de CO2, por 45 minutos hasta la fertilización. 

 

Preparación de los espermatozoides y co-cultivo con los ovocitos 

 

Para la fertilización de los ovocitos se utilizó semen congelado (Anexo 1). El medio 

para la preparación de los espermatozoides y la fertilización fue el medio TBM.  La 

descongelación del semen se llevó a cabo a 39 °C por 2 minutos en baño de agua; se 

colocaron 500 μl de semen en gradientes de Percoll de 45%:90% y fue centrifugado por 20 

min a 700 g. El sobrenadante fue removido y el paquete de espermatozoides se resuspendió 

y lavó con 5 ml de TBM por 5 min a 1000 g (Yuan y Krisher, 2010). Los espermatozoides 

fueron contados y diluidos en TBM, para obtener una concentración de 5x106 

espermatozoides/ml; se agregaron 10 μl a las gotas que contenían los ovocitos para obtener 

una concentración final de 5x105 espermatozoides/ml (Yuan  y Krisher, 2010). El co-

cultivo ovocitos-espermatozoides realizó a 38.5 °C, con saturación de humedad y 5% de 

CO2, durante 4 horas. 

 

5.6 Cultivo embrionario 

 

Después del periodo de coincubación, para eliminar los restos de espermatozoides, 

los presuntos cigotos se lavaron tres veces en gotas de 200 μl de medio de cultivo de 
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embriones NCSU-23 previamente equilibrado en la incubadora. En grupos de 20 

embriones, se transfirieron a gotas de 100 μl del mismo medio en cajas de Petri, se 

cubrieron con aceite mineral y se incubaron a 38.5 °C, en atmósfera saturada de húmedad, 

5% de CO2, 5% de O2 y 90% de N2 durante 168 horas (Hong y Lee, 2007). A las 168 horas 

postincubación, se revisaron los embriones. 

 

5.7 Valoración microscópica de los ovocitos y embriones  

 

Evaluación de la maduración de los ovocitos. La maduración nuclear se observó con 

un microscopio óptico a 400 aumentos. Al final de la maduración, grupos de 10 a 20 

ovocitos fueron denudados por medio de 90 segundos de agitación en el vortex (máxima 

velocidad). Los ovocitos denudados se montaron sobre portaobjetos y se fijaron en 25% de 

ácido acético en  etanol (v/v) por 10 min, en una platina térmica a 33 °C, para la remoción 

de lípidos. Después de la fijación, los ovocitos fueron teñidos con 1% (w/v) de orceina en 

45% (v/v) de ácido acético y se examinaron al microscopio (Hong y Lee, 2007). Para la 

evaluación se utilizaron los siguientes criterios:  

(1) ovocitos no maduros - aquellos que presentaban vesícula germinal. 

(2) ovocitos maduros - aquellos que presentaban el primer cuerpo polar y los 

cromosomas en metafase II  (Almiñana et al., 2008; Agung et al., 2010). 

 

Evaluación del desarrollo embrionario. La división y el desarrollo embrionario se 

evaluaron a las 168 horas postinseminación en microscopio invertido. Se consideraron 

embriones divididos, aquellos que se encontraron a partir del  estadio de 2 células en 

adelante; se consideraron mórulas a los embriones desde 8 células hasta la compactación; 

se consideraron blastocistos a aquellos que formaron blastocele, incluyendo en este grupo a 

los blastocistos no expandidos, expandidos y eclosionados (Martínez, 2002). Las variables 

de respuesta evaluadas para el desarrollo embrionario fueron las siguientes:  

(1) Porcentaje de división embrionaria (% División), se calculó como el número de 

embriones divididos con respecto al total de los ovocitos inseminados.  
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(2) Porcentaje de embriones de 6 células o más (6 o más células), se calculó como 

el número de embriones divididos que se encontraron con  6 células con 

respecto al total de presuntos cigotos puestos en incubación. 

(3) Porcentaje de mórulas (% Mórulas), se calculó como el número de mórulas con 

respecto al total de presuntos cigotos puestos en incubación.  

(4) Porcentaje de blastocistos (% Blastocistos), se calculó como el número de 

blastocistos con respecto al total de presuntos cigotos puestos en incubación.  

 

5.8 Diseño de los experimentos  

 

Se realizaron cuatro experimentos independientes; en todos se utilizó un diseño 

completamente al azar. En los experimentos 2 y 4 el arreglo fue factorial 2x2; los factores 

fueron con o sin arginina en el medio de maduración, con y sin arginina en el medio de 

cultivo embrionario. En todos los medios adicionados con arginina se utilizó 0.088 mM de 

L-arginina HCl (Sigma Aldrich, A-5131), equivalente a 0.072 mM de arginina pura (Hong 

y Lee, 2007). 

Experimento 1. Efecto de la administración de arginina en el medio sin BSA, sobre 

la maduración de ovocitos in vitro. Los COCs fueron cultivados en medio de maduración 

sin BSA. Se realizaron 6 repeticiones del experimento. El medio fue adicionado con (Grupo 

Arg (+); 72 ovocitos totales) o sin (Grupo Arg (-); 72 ovocitos totales) arginna, durante 44 

horas, a 38.5 °C, con 5% CO2. Posteriormente, los ovocitos fueron fijados y teñidos con 

aceto-orceína para la evaluación de la maduración nuclear.  

Experimento 2. Efecto de la administración de arginina en el medio con  BSA, sobre 

la maduración de ovocitos in vitro. Se realizaron 8 repeticiones del experimento. Los COCs 

fueron cultivados en medio de maduración con 0.4% (w/v) de BSA (Sigma Aldrich, A-

6003). El medio fue adicionado con (Grupo BSA/Arg (+); 91 ovocitos totales) o sin (Grupo 

BSA/Arg (-); 88 ovocitos totales) arginina, durante 44 horas, a 38.5 °C con 5% CO2. 

Posteriormente, los ovocitos fueron fijados y teñidos con aceto-orceína para la evaluación 

de la maduración nuclear.  
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Experimento 3. Efecto de la administración de arginina en los medios de 

maduración y de cultivo embrionario sin BSA, sobre el desarrollo embrionario temprano. 

Los COCs fueron cultivados en medio de maduración sin BSA, adicionado con o sin 

arginina durante 44 horas, después se cultivaron en medio de fertilización. Los embriones 

fueron cultivados en medio de desarrollo embrionario sin BSA, suplementado con o sin  

arginina, durante 168 horas y fueron evaluados por observación en el microscopio 

invertido. Por lo tanto, en este experimento se tuvieron los siguientes grupos 

experimentales: 1) medio de maduración con arginina/medio de cultivo con arginina 

(Tratamiento Arg (+/+); 716 ovocitos totales), 2) medio de maduración con arginina/medio 

de cultivo sin arginina (Tratamiento Arg (+/-); 564 ovocitos totales), 3) medio de 

maduración sin arginina/medio de cultivo sin arginina (Tratamiento Arg (-/-); 522 ovocitos 

totales), 4) medio de maduración sin arginina/medio de cultivo con arginina (Tratamiento 

Arg (-/+); 524 ovocitos totales) (Figura 2). Se realizaron 7 repeticiones del experimento y 

se evaluaron las siguientes variables de respuesta: porcentajes de embriones divididos, de 

embriones de 6 o más células, de mórulas y de blastocistos. 

Figura 2. Tratamientos del experimento 3. 
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Experimento 4. Efecto de la administración de arginina en los medios de 

maduración y de cultivo embrionario con BSA, sobre el desarrollo embrionario temprano. 

Los COCs fueron cultivados en medio de maduración con 4% de BSA, adicionado con o 

sin arginina durante 44 horas; después se cultivaron en medio de fertilización. Los 

embriones fueron cultivados en medio de desarrollo embrionario con BSA, adicionado con 

o sin arginina, durante 168 horas y fueron evaluados por observación en el microscopio 

invertido. Por lo tanto, en este experimento se tuvieron los siguientes grupos 

experimentales: 1) medio de maduración con arginina/medio de cultivo con arginina 

(Tratamiento BSA/Arg (+/+); 355 ovocitos totales), 2) medio de maduración con 

arginina/medio de cultivo sin arginina (Tratamiento BSA/Arg (+/-); 357 ovocitos totales), 

3) medio de maduración sin arginina/medio de cultivo sin arginina (Tratamiento BSA/Arg 

(-/-); 360 ovocitos totales), 4) medio de maduración sin arginina/medio de cultivo con 

arginina (Tratamiento BSA/Arg (-/+); 358 ovocitos totales) (Figura 3). Se realizaron 6 

repeticiones del experimento y se evaluaron las siguientes variables de respuesta: 

porcentajes de embriones divididos, de embriones de más de 6 células, de mórulas y de 

blastocistos. 

Figura 3. Tratamientos del experimento 4. 
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5.9 Análisis estadísticos   

 

Los datos se sometieron a análisis de varianza, para un diseño completamente al azar 

(en los experimentos 2 y 4, con arreglo factorial 2x2; los factores fueron con o sin arginina 

en el medio de maduración, con y sin arginina en el medio de cultivo embrionario). Se 

utilizó el procedimiento GLM (SAS). Para cumplir con los supuestos del análisis de 

varianza, previo a los análisis, los datos expresados como proporciones (p) fueron 

transformados a su arco seno (√p); posteriormente se re-transformaron a los valores reales y 

expresados como porcentajes en los cuadros y figuras de resultados. 
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6. RESULTADOS 
 

6.1 Experimento 1. Efecto de la administración de arginina en el medio sin BSA, sobre la 

maduración de ovocitos in vitro.   

 

La adición de arginina al medio sin BSA favoreció la maduración (P= 0.006; Figura 4), al 

producir un mayor porcentaje de ovocitos maduros (52.3 ± 4.1 %) comparado con el grupo 

testigo (31.3 ± 4.4 %). 

 

 

 
 

Figura 4. Efecto de la administración de arginina en el medio sin BSA sobre el porcentaje de 
maduración de ovocitos in vitro. El gráfico presenta los porcentajes promedio. Las diferentes letras 
sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos (P=0.006). 
 

 

6.2 Experimento 2. Efecto de la administración de arginina en el medio  con  BSA, sobre la 

maduración de ovocitos in vitro. 
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 La adición de arginina al medio con BSA favoreció la maduración (P= 0.006; Figura 5), al 

producir un mayor porcentaje de ovocitos maduros (72 ± 2.1 %) comparado con el grupo 

testigo (63 ± 3.8 %).   

 

 

 
 
 

Figura 5. Efecto de la administración de arginina en el medio con BSA sobre el porcentaje de 
maduración de ovocitos in vitro. El gráfico presenta los porcentajes promedio. Las diferentes letras 
sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos (P=0.006). 
 

 

6.3 Experimento 3. Efecto de la administración de arginina en los medios de maduración y 

de cultivo embrionario sin BSA, sobre el desarrollo embrionario temprano.   

 

La interacción de la adición de arginina al medio de maduración x la adición en el medio de 

cultivo embrionario no fue significativa para ninguna de las variables de respuesta (Cuadro 

4). Sin embargo, la adición de arginina en el medio de cultivo embrionario tuvo efectos 

favorables en los porcentajes de división embrionaria (P=0.016), de embriones de más de 6 

células (P =0.004) y de mórulas (P=0.003; Cuadro 5). La adición de arginina en el medio de 
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maduración tendió a favorecer el porcentaje de mórulas obtenidas (P=0.118). Sólo cuando 

se adicionó la arginina en los medios de maduración y de cultivo embrionario, se logró 

alcanzar el estadio de blastocisto. El tratamiento al que se le adiciono arginina en el medio 

de maduración y en el medio de cultivo embrionario, tuvo efectos significativos  sobre 

todas sobre las variables comparado con los tratamientos a los que no se le adiciono 

arginina en el medio de cultivo. El tratamiento al que sólo se le adiciono arginina en el 

medio de cultivo embrionario se mostró intermedio para todas las variables estudiadas. 

 

 
Cuadro 4. Efecto de la administración de arginina en medios sin BSA sobre el desarrollo 
embrionario temprano.  
 
 

Variables 
Tratamiento Valor de P 

Arg  
(+/+) 

Arg   
(+/-) 

Arg  
(-/-) 

Arg  
(-/+) *M x D 

División 
embrionaria 27.6 ± 4.0a 10.6 ± 2.4b 12.5 ± 4.2b 17.6 ± 4.6ab 0.310 

Más de 6 células 19.9 ± 4.2a 5.6 ± 1.6b 6.6 ± 2.2b 12.1 ± 3.0ab 0.328 

Mórulas 12.5 ± 3.0a 2.9 ± 0.9b 2.4 ± 1.0b   7.3 ± 2.4ab 0.500 

Blastocistos   0.8 ± 0.3 0 0 0 0.014 

 
* M x D = Interacción de la adición de arginina en el medio de maduración x adición de 
arginina en el medio de desarrollo embrionario. Las diferentes letras sobre las barras 
indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05). 
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Cuadro 5. Efecto de la administración de arginina en medio de maduración y medio de 
cultivo embrionario sin BSA sobre el desarrollo embrionario temprano.  
 

 

Variables 

Efecto de Arginina en medio de: 

Maduración Cultivo embrionario 

Arg 
(+) 

Arg  
(-)  EEM P 

Arg 
(+) 

Arg  
(-)  EEM P 

División 
embrionaria 19.1 14.3 2.7 0.206 22.2 10.8 2.7 0.016 

Más de 6 células 12.8 9.0 2.1 0.214 16.0 5.9 2.1 0.004 

Mórulas 7.7 4.7 1.4 0.118 9.9 2.5 1.4 0.003 

Blastocistos 0.4 0 0.1 0.014 0.4 0 0.1 0.014 

 

 

 

6.4 Experimento 4 

 

Efecto de la administración de arginina en los medios de maduración y de cultivo 

embrionario con BSA, sobre el desarrollo embrionario temprano. La interacción de la 

adición de arginina en el medio de maduración x la adición de arginina en el medio de 

desarrollo embrionario no fue significativa para ninguna de las variables evaluadas en el 

experimento 4 (Cuadro 6). Al analizar los efectos principales, se observó que la 

suplementación de arginina en ambas etapas, maduración o  cultivo embrionario, no tuvo 

efecto significativo en ninguna de las variables (Cuadro 7); sólo se onbervó una tendencia 

favorable cuando se adicionó arginina en la maduración, sobre el porcentaje de embriones 

de 6 células (P=0.13), y de la arginina en el medio de maduración, sobre el porcentaje de 

mórulas (P=0.10). 
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Cuadro 6. Efecto de la administración de arginina en medios con BSA sobre el desarrollo 
embrionario temprano.  
 
 

Variables 

Tratamiento 
% Valor de P 

BSA 
Arg (+/+) 

BSA 
Arg (+/-) 

BSA 
Arg (-/-) 

BSA 
Arg (-/+) *M x D 

División 
embrionaria 55.3 ± 8.6 48.6 ± 5.0 45.6 ± 7.0 49.3 ± 6.6 0.79 

Más de 6 
células 40.0 ± 6.6 31.8 ± 2.9 26.6 ± 5.5 29.4 ± 4.8 0.71 

Mórulas 24.8 ± 5.6 16.8 ± 2.6 11.6 ± 2.5 19.4 ± 4.8 0.97 

Blastocistos   3.4 ± 0.9   3.1 ± 0.5   2.2 ± 0.6   3.1 ± 0.9 0.59 

 
*M x D = Interacción de la adición de arginina en el medio de maduración x adición de 
arginina en el medio de desarrollo embrionario. 
 
 
 
Cuadro 7. Efecto de la administración de arginina en medio de maduración y medio de 
cultivo embrionario con BSA sobre el desarrollo embrionario temprano.  
 
 

Variables 

Efecto de Arginina en medio de: 

Maduración Cultivo embrionario 

BSA 
Arg 
(+) 

BSA 
Arg  
(-)  

EEM P 

BSA 
Arg 
(+) 

BSA 
Arg  
(-)  

EEM P 

División 
embrionaria 52.0 47.4 4.9 0.50 52.3 47.1 4.9 0.46 

Más de 6 células 36.0 28.0 3.6 0.13 34.7 29.2 3.6 0.33 

Mórulas 20.5 15.5 3.0 0.23 22.1 14.0 3.0 0.10 

Blastocistos 3.3 2.6 0.5 0.41 3.3 2.6 0.5 0.78 
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7. DISCUSIÓN 
 

En el presente estudio, se determinó el efecto de la arginina durante los procesos de 

maduración de ovocitos y el desarrollo temprano de embriones porcinos obtenidos in vitro. 

Los ovocitos al igual que los embriones fueron cultivados en condiciones libres de BSA 

para los experimentos 1 y 3, con lo que se procuró que los medios estuvieran libres de 

proteína y proporcionando medios químicamente definidos. En los experimentos 2 y 4 se 

cultivaron los ovocitos y los embriones en medios que contenían 0.4% de BSA, 

proporcionando medios químicamente semidefinidos. 

Durante el experimento 1, se observó el 52.3%  de maduración (Figura 4) con 

respecto a otros trabajos que obtuvieron del 75 al 96% de maduración en ovocitos porcinos 

utilizando fluido folicular porcino en el medio NCSU-23, el NCSU-37 y el TCM-199 

(Almiñana et al., 2008; Yoshioka et al., 2008; Yuan y Krisher, 2010), esto podría explicarse 

debido a la falta de diversos factores asociados a la maduración que se encuentran en el 

fluido folicular porcino, entre ellos la fuente proteica, de aminoácidos, de vitaminas y de 

factores de crecimiento. Se ha mostrado que los ovocitos porcinos pueden ser madurados 

(45 al 89%) en un medio libre de proteínas con posterior fertilización y desarrollo 

embrionario in vitro (Abeydeera et al., 1998a; Hong y Lee, 2007). Sin embargo, la 

habilidad del desarrollo embrionario cuando se utilizan estas condiciones en la maduración 

no está muy estudiada. Los ovocitos madurados in vitro en condiciones libres de BSA 

suplementados con arginina, tuvieron un porcentaje de maduración significativamente más 

elevado que el grupo sin arginina (Figura 4). Estos resultados indican que la adición de la 

arginina está influyendo en la maduración de los ovocitos de cerdo in vitro en medios con 

condiciones libres de proteína, posiblemente debido a la correlación que tienen los 

metabolitos de la arginina, como el óxido nítrico y poliamidas con la maduración del 

ovocito. Las poliamidas pueden influir en la restauración meiótica de la maduración de los  

ovocitos a través de la regulación de canales iónicos (Coburn, 2009), otras investigaciones 

indican que las poliaminas son esenciales para la maduración citoplasmática y no permiten 

la apoptosis (Zhou et al., 2009). También se ha demostrado que el óxido nítrico juega un 

papel crucial durante la maduración meiótica, especialmente en el rompimiento de la 
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vesícula germinal y la emisión del primer cuerpo polar en ratones (Huo et al., 2005) al igual 

que en cerdos (Hattori et al., 2001; Tao et al., 2005). La acción que tiene óxido nítrico sobre 

la maduración del ovocito podría ser a través de mediar la función de las células de 

cúmulus que rodean al ovocito (Tao et al.,2005), regulando los niveles de cAMP en el 

ovocito, por incremento en la síntesis de cGMP (Jablonka-Shariff y Olson, 1998), o a través  

de vías no dependientes de cGMP, tal como la activación directa de los canales iónicos, la 

MAPK, las proteínas G, y las protein tirosin cinasas (Bioldeau-Goeseels, 2007). 

 La arginina pudiese haber mejorando los índices de maduración debido al cGMP por 

regulación de cAMP. Sin embargo, esta vía podría no tener un efecto importante en la 

maduración in vitro, ya que se ha observado que los ovocitos pueden madurar 

automáticamente cuando son retirados de su folículo debido a que bajan las 

concentraciones de cAMP (Kubelka et al., 2000). 

Por otro lado las diferencias mostradas en la maduración de los ovocitos cuando se 

cultivaron en un medio de maduración con y sin arginina podrían deberse a las condiciones 

subóptimas que presentaban los medios libres de proteínas, de esta manera en un medio 

subóptimo, la adición de arginina pudo haber mejorado los porcentajes de maduración 

debido a que mejoró las condiciones del medio para el proceso de maduración y no a un 

efecto directo sobre la maduración, ya que los aminoácidos pueden actuar de varias 

maneras, como osmoreguladores (Palacin et al., 1998), buffers intracelulares (Edwards et 

al., 1998), quelantes de metales pesados y substratos de energía (Rose-Hellekante et al., 

1998).  

En cuanto al experimento 2, se observaron porcentajes más elevados de maduración 

cuando se administra arginina (Figura 5) con respecto a los obtenidos durante el 

experimento 1, probablemente debido a que el medio de maduración suplementado con 

0.4% de BSA se acerca más a los requerimientos óptimos necesarios durante la 

maduración. Los resultados obtenidos durante este experimento cuando se adiciona 

arginina al medio de maduración son similares a los obtenidos en otros trabajos del 75 al 

96% de maduración en porcinos (Almiñana et al., 2008; Yoshioka et al., 2008; Yuan y 

Krisher, 2010).  
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Cuando se utiliza un medio semi-definido, suplementado con BSA y se busca 

observar el efecto de la arginina sobre la maduración de los ovocitos porcinos in vitro, 

pueden existir efectos confundidos, ya que la suplementación con BSA aporta arginina al 

medio, por tal motivo la adición de la arginina al medio podría no tener efecto sobre la 

maduración o en caso de tenerlo quizá pueda ser debido a la arginina contenida en la BSA. 

Considerando lo anterior, los ovocitos de porcino madurados in vitro en medio 

suplementado con BSA y arginina, tuvieron un porcentaje de maduración 

significativamente más elevado que el grupo al que no se le administró la arginina (Figura 

5). Los resultados obtenidos indican que la adición de la arginina mejora la maduración de 

los ovocitos porcinos in vitro en un medio semi-definido suplementado con BSA, 

sugiriendo que la BSA suplementada al medio no cubre todos los requerimientos de 

arginina.  

En cuanto al experimento 3 se observó que no existe una interacción entre el medio 

de maduración y el de cultivo embrionario cuando se les administra o no arginina (Cuadro 

4). Sin embargo la administración de arginina en el medio de cultivo embrionario tuvo 

efectos favorables sobre las variables del desarrollo embrionario. Sin importar si fue 

adicionada o no en el medio de maduración evaluadas (Cuadro 5). Esto pudo deberse a la 

participación de óxido nítrico y las poliamidas, ya que se ha reportado que participan en el 

desarrollo embrionario (Gouge et al., 1998; Sengoku et al., 2001; Lefèvre et al., 2011). Se 

ha observado que las poliaminas participan en la embriogénesis temprana en ratones 

(Domashenko et al., 1997) y en cerdos (Cui y Kim, 2005). Muzikova y Clark (1995) 

mostraron un mayor índice de desarrollo hasta blastocistos in vitro cultivados con 

poliamidas. Tranguch et al. (2003) mostraron que el óxido nítrico participa en la regulación 

del desarrollo embrionario, al menos vía cGMP. Sin embargo no se puede descartar la 

posibilidad de que óxido nítrico trabaje no sólo a través de cGMP, sino que involucre otras 

vías como fosfodiesterasas o proteínas G (Bioldeau-Goeseels, 2007). Además se ha 

demostrado que bajas concentraciones de óxido nítrico durante el desarrollo embrionario 

pueden retárdalo o inhibirlo y que altas concentraciones pueden degenerar los embriones 

(Tranguch et al., 2003).   
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La adición de la arginina en el medio de maduración no tuvo efecto sobre el 

desarrollo embrionario, posiblemente debido a las condiciones subóptimas (libre de 

proteínas) que presentaba el medio, ya que el ovocito durante la maduración debe 

someterse a un complejo reordenamiento citoplasmático que le permita soportar la 

fertilización y el desarrollo posterior. Además, la síntesis de proteína es indispensable no 

sólo para la maduración del ovocito, también para el desarrollo del embrión (Ferreira et al., 

2009). Por lo cual, las condiciones del medio de maduración pueden causar que un gran 

porcentaje de ovocitos no alcancen una maduración completa. Esto puede hacerse evidente 

en los bajos índices de desarrollo embrionario después de la IVF (Gil et al., 2010). 

Ciertamente esto se muestra en los bajos índices obtenidos de embriones divididos, 

embriones de 6 o más células, mórulas y blastocistos (Cuadro 4). Por otro lado, en el 

experimento 1 se obtuvieron mayores porcentajes de ovocitos maduros al adicionar la 

arginina al medio. Este mayor porcentaje de ovocitos maduros se reflejó en mayores 

porcentajes para todas las variables estudiadas durante el experimento 2 cuando se adiciono 

arginina en el medio de maduración y el de cultivo embrionario; este fue el único 

tratamiento en el que se obtuvieron algunos embriones en el estadio de blastocisto, 

mostrando que se requieren de buenos índices de maduración para mejorar los índices de 

desarrollo embrionario. 

Posiblemente la adición de arginina a los medios de cultivo puede mejorar el sistema 

de producción in vitro a través de sus metabolitos, como se ha observado en otros trabajos 

(Tranguch et al., 2003; Tao et al., 2005; Lefèvre et al., 2011). También las diferencias 

cuando se suplemento con arginina en el medio de maduración y cultivo embrionario con 

respecto a los demás tratamientos pueden deberse a las condiciones subóptimas del medio 

el cual era libre de proteínas y al tener los cuatro tratamientos las mismas condiciones, el 

adicionar la arginina en los dos medios del tratamiento, sugiere la mejora de las 

condiciones durante la maduración y el cultivo embrionario. Hong et al. (2004) mencionan 

que diferentes aminoácidos como el aspartato, la alanina, la arginina, la glutamina y la 

prolina, pueden incrementar los índices de formación de pronúcleos y blastocistos porcinos 

en medios libres de proteína. 
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Durante el experimento 4 no se observaron interacciones entre los medios 

suplementados con BSA de maduración y de cultivo embrionario complementados con y 

sin arginina. El efecto de la adición de la arginina en el  medio de maduración y el medio de 

cultivo embrionario no fue significativo. La presentación comercial de BSA utilizada está 

compuesta de diversos factores, como proteínas, aminoácidos y substratos energéticos 

(96% pureza), estos factores al agregarse a los medios a través de la BSA, pueden mejorar 

las condiciones para el cultivo de ovocitos y embriones, y tener efectos sobre la maduración 

y el desarrollo embrionario in vitro. Pemble y Kaye (1986), han sugerido que la adición de 

proteínas como la BSA al medio de cultivo puede ser esencial, ya que el embrión puede 

captarlas por endocitosis y romperlas, obteniendo sustratos energéticos y aminoácidos para 

sus procesos metabólicos y anabólicos. Por lo cual, nosotros al generar las mismas 

condiciones para todos los tratamientos y agregar arginina en los medios, no obtuvimos 

efectos significativos en el experimento 4, quizá debido a que los requerimientos de 

arginina de los ovocitos y los embriones durante la maduración y el desarrollo embrionario 

ya estaban cubiertos por la BSA. Sin embargo los porcentajes de desarrollo embrionario 

son bajos comparados con los obtenidos en otros trabajos donde obtuvieron 6% de 

blastocistos en un medio de cultivo embrionario libre de glucosa, adicionado con piruvato y 

lactato de sodio (Hong y Lee, 2007). Yuan y krisher (2010), obtuvieron 11% de blastocistos  

utilizando medio TCM 199 suplementado con fluido folicular porcino durante la 

maduración. 

Las concentraciones administradas de arginina (0.08 mM) en  los medios durante este 

trabajo, fueron tomadas de Hong y Lee (2007) y corresponden a las concentraciones 

encontradas en el líquido folicular porcino. Sin embargo se han encontrado diferentes 

cantidades de arginina en fluido oviductual de porcino en el día 3 después del estro  (1.69 

mM) y en fluido uterino en el día 3 después del estro (0.59 mM) (Li et al., 2007). Los 

requerimientos nutricionales de los embriones, no son iguales en los estadios de división 

que en los de diferenciación (mórula y blastocisto), como se ha demostrado en numerosos 

estudios (Robl y Davis, 1981; Meyen et al., 1989; Gardner et al., 1994; Hochi et al., 1994). 

Esto pudo afectar durante el cultivo embrionario in vitro que se realizó durante este trabajo, 

debido a que las concentraciones de arginina administradas en los medios durante este 
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periodo corresponden a las concentraciones para un medio de maduración y podrían ser 

menores a las requeridas durante el desarrollo embrionario. Por tal motivo, el desarrollo de 

los embriones hasta los estadios de mórulas y de blastocistos pudo haberse afectado, 

aunado a un bajo rendimiento de la maduración y a las condiciones subóptimas de los 

medios.  

Es necesario realizar más experimentos que incluyan el efecto de diversas 

concentraciones  de arginina durante la maduración de los ovocitos y el cultivo de 

embriones porcinos, para determinar las cantidades óptimas para cada medio; estas pruebas 

deberán realizarse preferentemente con suplementación de aminoácidos dentro de medios 

químicamente definidos, para descartar la utilización de medios subóptimos y poder 

observar  claramente el efecto de la arginina durante el proceso de producción de embriones 

porcinos in vitro. 
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8. CONCLUSIONES 
 

La adición de arginina en el medio de maduración, tuvo efectos favorables sobre la 

maduración in vitro de los ovocitos porcinos en condiciones subóptimas, libres de proteína.  

 

La adición de arginina, tuvo efectos favorables sobre el desarrollo in vitro de 

embriones porcinos en condiciones subóptimas, libres de proteína.  El efecto 

principalmente se observó cuando se adicionó arginina en el medio de cultivo embrionario. 

 

La adición de arginina en los medios de cultivo suplementados con BSA tiene efectos 

favorables sobre la maduración de los ovocitos, y no así sobre el desarrollo temprano de 

embriones porcinos. 

 

Es necesario realizar más investigaciones, para determinar las concentraciones 

necesarias para cada medio utilizado dentro de la producción in vitro de embriones 

porcinos, lo cual ayudaría a mejorar los medios químicamente definidos y, por lo tanto, 

también en la eficiencia de las técnicas. 
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ANEXO No. 1 Congelación de semen. 
 

1. El eyaculado se obtuvo de la empresa comercial GENA Agrpecuaria. 
2. Una vez obtenido el eyaculado por medio del método de mano enguantada, se 

diluyo 1:1 con citrato de sodio al 2.9% equilibrado a 37 °C y se transporto al 
laboratorio. 

3. Una vez  en el laboratorio, el eyaculado fue centrifugado en tubos Falcon de 50 ml 
durante 5 minutos a 1000 rpm. 

4. Se retiró el sobrenadante. 
5. Del pellet formado se observa la concentración espermática con cámara de 

Neubauer. 
6. Se hacen los cálculos necesarios de diluyente (Cuadro 8) y el glicerol, para que al 

agregarse se obtenga una concentración final de 700x106 espermatozoides/ml. 
7. Al tubo con el pellet se agrega el diluyente requerido sin glicerol y el semen es 

refrigerado a 16 °C durante 2 horas. 
8. Pasadas las 2 horas se agrega el 6 % de glicerol y se refrigera a 4 °C durante una 

hora y media. 
9. Envasar en pajillas de 0.5 ml. 
10. Colocar en vapores de nitrógeno por 20 minutos. 
11. Sumergir en nitrógeno líquido. 
12. Almacenar. 

 
 
 
Cuadro 8. Composición del diluyente para congelación de semen de cerdo 
 

Diluyente Cantidad para 100 ml 
TRIS 3.02 g 

Ácido cítrico monohidratado (CAM) 1.72 g 
Fructuosa 0.9 g 

Yema de huevo 20%  
Glicerol 6% 

Gentamicina 200 µg/ml 
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