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RESUMEN. El objetivo de este trabajo fue evaluar el desarrollo embrionario y el contenido 

de gotas lípidicas intracitoplasmáticas en embriones bovinos, comparando el efecto del 

medio suplementado con 3 fuentes proteicas diferentes: Suero Fetal Bovino (SFB) Suero 

de vaca en estro (SVE) y Serum Replacement® (SR) durante la maduración y desarrollo 

embrionario in vitro, en tres grupos raciales: Bos indicus (Bi), Bos taurus (Bt) y Bos indicus 

x Bos taurus (Bi x Bt). Se utilizaron 3921 ovocitos aspirados de folículos ováricos de vacas 

sacrificadas en el Frigorífico y Empacadora de Tabasco en los siguientes tratamientos: 1) 

Substituto Sintético de Suero o Serum Replacement (SR; n=1324), 2) Suero Fetal Bovino 

(SFB; n=1294), 3) Suero de Vaca en Estro (SVE; n=1303); estos suplementos se 

adicionaron a los medios TCM-199, TALP y SOF, durante la maduración, fertilización y 

desarrollo in vitro, respectivamente. El mayor porcentaje de embriones correspondió a los 

producidos con SFB y SVE, comparados con SR (p<0.05). El mayor porcentaje de 

mórulas así como el menor de blastocistos expandidos se obtuvo de los ovocitos con SR 

(p<0.05). Los ovocitos cultivados en SFB presentaron un mayor número de gotas lipídicas 

que los cultivados en SR y SVE (p< 0.05). Se observó menor acumulación de lípidos en 

aquellos embriones suplementados con SR. El menor número de gotas lipídicas en 

ovocitos correspondió al genotipo Bi, el mayor al Bt. La menor cantidad de gotas lipídicas 

en embriones se observó en Bi (p< 0.05). Se concluye que es posible producir embriones 

bovinos in vitro suplementando el medio SOF con un sustituto sintético de suero, aunque  

obteniendo menor porcentaje de blastocistos y un desarrollo embrionario más lento que lo 

que se obtiene con SFB y SVE. La ventaja es que con el suplemento de SR se disminuye 

la acumulación de gotas lipídicas en los embriones cultivados in vitro, por lo que dichos 

embriones presuntivamente pueden ser más resistentes a la criopreservación.  

Palabras clave: Gotas lipídicas, suplementos proteicos, producción in vitro, embriones 

bovinos. 
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ABSTRACT.  

The objective was to evaluate embryo development and the contents of intracytoplasmatic 

lipids in bovine embryos, comparing the effect of supplementing the media with 3 protein 

sources during in vitro maturation, fertilization and embryo development, in three breed 

types: Bos indicus (Bi), Bos taurus (Bt) and Bos indicus x Bos taurus (Bi x Bt). A total of 

3921 oocytes aspirated from post-mortem cow´s ovarian follicles were allocated in the 

following treatments: 1) Synthetic Serum Substitute or Serum Replacement (SR n=1324), 

2) Fetal Calf Serum (FCS n=1294), 3) Estrus Cow Serum (ECS n=1303); these 

supplements were added to TCM-199, TALP and SOF media during in vitro Maturation, 

Fertilization and Development, respectively. A higher percentage of embryos was obtained 

in SFB and SVE treatments, than in SR (p<0.05). The higher percentage of morulae and 

the lower percent of expanded blastocysts were obtained from oocytes with SR (p<0.05). 

The oocytes cultured in SFB showed a higher number of lipid droplets that those cultured 

in SR and SVE (p< 0.05). A lower lipid accumulation was observed in those embryos 

supplemented with SR. The lowest number of lipid droplets in oocytes was for the Bi 

genotype and the highest for Bt. The least number of lipid droplets in embryos was 

observed in Bi (p< 0.05). It is concluded that it is possible to produce bovine embryos in 

vitro, supplementing SOF medium with a synthetic serum substitute, although obtaining 

lower blastocists percentage and slower development than with FCS and ECS 

supplements. The advantage obtained with SR supplement is lesser accumulation of lipid 

droplets wich could represent better resistance of the in vitro-produced embryos to 

cryopreservation. 

 

Key words. Lipid droplets, protein supplements, in vitro production, bovine embryos. 
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I. INTRODUCCIÓN. 

La Fertilización in vitro (FIV) se utiliza en bovinos para generar grandes 

cantidades de embriones para la transferencia embrionaria y para la producción de 

becerros (Romo, 2000), ya que permite multiplicar la cantidad de crías que pueden 

obtenerse de animales genéticamente superiores. Esta biotecnología implica las etapas 

de maduración y fertilización de ovocitos, así como el cultivo in vitro (CIV) de cigotos y 

embriones. Desde el inicio de la aplicación de la tecnología de producción de embriones 

in vitro, se han desarrollado numerosos sistemas de cultivo capaces de llevar a buen 

término la producción de embriones bovinos, llegándose a alcanzar porcentajes de 

producción de blastocistos cercanos al 40%, con respecto al número inicial de ovocitos 

madurados (Gordon, 1994). Los sistemas de cultivo han mejorado en términos de 

fisiología, ultraestructura y la morfología del embrión (Gardner 2008); sin embargo, la 

calidad de los embriones producidos in vitro es inferior a la de aquellos producidos in vivo 

(Abe et al., 2002). Se ha observado que la adición de suero a los medios de cultivo inhibe 

los primeros estadios pero estimula el desarrollo de mórulas y blastocistos 

(Pinyopummintr y Bavister 1994, Thompson et al. 1998) y que tanto éstas como los 

blastocistos adquieren características similares a las de los obtenidos in vivo cuando son 

producidos en medios sin suero (Thompson 1998, Crosier et al., 2000). El empleo de 

medios de cultivo libres de suero podría ser benéfico para mejorar la calidad de los 

embriones producidos in vitro ya se progresaría en el entendimiento de los requerimientos 

embrionarios durante los estadios de preimplantación, debido a que la eliminación de un 

compuesto altamente variable e indefinido, como es el suero, ayudaría a comprender la 

función de los diferentes medios de cultivo (Thompson, 2000 y Orsi y Leese 2004). 

Debido a que el ganado de razas Cebú (Bos indicus) constituye el 60% del ganado 

productor de carne a nivel mundial, particularmente en áreas tropicales del mundo, debido 

a su tolerancia al estrés térmico y la resistencia a los parásitos en comparación con razas 

europeas (Bos Taurus). El estrés calóricos es un problema de gran importancia  ya que 

causa importantes pérdidas económicas en aproximadamente el 60% de los hatos en 

todo el mundo, en comparación con las razas europeas, el ganado Cebú tiene una 

reducción menor al consumo de alimento (Paula-Lopez et al., 2013).  Sin embargo los 

embriones de razas Cebuínas  tienen mayor sensibilidad a los procedimientos de 
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criopreservación que los embriones de origen Europeo, esta sensibilidad se relaciona con 

los lípidos presentes en el citoplasma (De la Torre Sanchez et al., 2006) Los embriones 

de hembras Cebú, así como aquellos producidos in vitro son más susceptibles a los 

daños ocasionados por la criopreservación que los embriones de ganado Bos taurus, 

hecho que se ha relacionado con la mayor cantidad de lípidos que se encuentran en estos 

embriones (Varago et al., 2006), por lo que no sobreviven bien a los procedimientos 

utilizados para criopreservarlos. El reto actual de los investigadores en el área de 

producción de embriones in vitro, es desarrollar un sistema de cultivo que consiga 

complementar todas la necesidades de los embriones en desarrollo, minimizando el 

estrés celular y reduciendo la pérdida de viabilidad (Moore et al., 2007). 

1.1 Antecedentes. 

Desde el inicio de la aplicación de la tecnología in vitro, se han desarrollado 

numerosos sistemas de cultivo capaces de llevar a buen término la producción de 

embriones bovinos, llegándose a alcanzar porcentajes de producción de blastocistos 

cercanos al 40%, respecto al número inicial de ovocitos madurados (Gordon, 1990).  

Un estudio comparado del desarrollo embrionario in vitro de óvulos madurados y 

fecundados in vivo, comparado con el desarrollo de embriones producidos completamente 

in vitro, evidenció diferencias morfológicas; los embriones fecundados in vivo tienen, en la 

fase de una célula, un espacio perivitelino mayor que los embriones in vitro; en el estadio 

de 8 células los blastómeros son de forma y tamaño regulares; las mórulas se compactan 

de forma sincrónica y las células de la Masa Celular Interna (MCI) de los blastocitos están 

bien definidas (Crosier et al., 2000). En el caso de los embriones producidos in vitro el 

espacio perivitelino en fase de una célula es muy limitado; en estadio de 8 células los 

blastómeros son irregulares en su forma y tamaño; la compactación de las mórulas es 

mucho menos pronunciada (en ocasiones no es apreciable), y las células de los 

blastocistos aparecen oscuras y difuminadas (Holm y Callesen, 1998). Por otra parte, la 

técnica de microscopía electrónica ha permitido identificar diferencias entre los embriones 

producidos in vivo e in vitro, en el mismo estadio de desarrollo, y en embriones producidos 

in vitro en función del medio de cultivo. Con esta técnica se ha observado que los 

blastómeros de los embriones producidos in vitro  tienen un número mayor de vacuolas 

citoplasmáticas y fagosomas. Las uniones de comunicación o hendidura (uniones GAP) 

entre células son más cortas y menos numerosas (Greve et al., 1993). De manera 

general, los embriones cultivados in vitro tienen un aspecto más oscuro y el citoplasma 
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contiene una gran cantidad de inclusiones lipídicas, cuyo número varía en función de las 

condiciones de cultivo. Éstas son muy numerosas cuando se suplementa el medio con 

suero fetal, y son menos abundantes en el citoplasma de embriones cultivados en medios 

suplementados únicamente con albúmina sérica bovina BSA y aminoácidos (Dorland et 

al., 1995; Thompson, 1997). Diversos estudios han demostrado que los embriones 

producidos in vitro son menos criotolerantes que los producidos in vivo. Una de las 

razones de esta sensibilidad ha sido atribuida a la cantidad de lípidos presentes dentro del 

citoplasma. Se ha demostrado que dichas inclusiones lipídicas son diferentes según el 

estadio del embrión siendo más abundantes en los estadios tempranos y disminuyendo 

en cuanto se forma el blastocisto (Pryor et al., 2011). El suero fetal es considerado en 

general como una fuente de compuestos nitrogenados para los embriones preimplantados 

(Keskintepe y Brackett, 1996); sin embargo, éste contiene un amplio grupo de moléculas 

definidas y no definidas que ejercen diversos efectos sobre el desarrollo in vitro de los 

embriones. Dentro de éstas moléculas están: nutrientes, hormonas, agentes quelantes de 

metales pesados y factores de crecimiento (Gardner y Lane, 1998). Dichos efectos han 

sido caracterizados desde benéficos para la competencia del desarrollo de ovocitos y 

embriones por los aportes de las moléculas mencionadas, hasta negativos para el 

desarrollo in vitro. Su empleo también se ha visto relacionado con una aceleración del 

desarrollo embrionario (Gómez y Diez 2000; Holm et al., 2002), asociado a un número 

mayor de células embrionarias (Fouladi-Nashta et al., 2005) y a una mejora en la tasa de 

producción y eclosión de blastocistos (Wang et al., 1997; Gómez y Diez 2000). De tal 

forma que el suero fetal es considerado un compuesto de efectos variables y de 

composición esencialmente indefinida (Gardner y Lane 1998), lo que genera variaciones 

en la composición de los medios utilizados e interfiere con la reproducibilidad de los 

resultados obtenidos.  

Algunos efectos negativos que han sido atribuidos al uso de suero en los medios 

de cultivo son: excesiva producción de lactato, presencia de células oscuras y granuladas 

en la MCI (Bavister et al., 1992; Krisher et al., 1999), aumento de células apoptóticas 

(Byrne et al., 1999), menor síntesis proteica (Kuran et al., 2001), disminución tanto de la 

relación células de la MCI y células del trofectodermo, como del número de complejos de 

unión entre las células embrionarias (Shamsuddin y Rodríguez-Martínez, 1994) y la 

acumulación anormal de gotas lipídicas intracitoplasmáticas (Abe et al., 1999ab; Dorland 

et al., 1994; Shamsuddin y Rodríguez-Martínez 1994; Thompson et al., 1995). Se ha 
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demostrado que la acumulación de lípidos intracitoplasmáticos comienza a disminuir a 

partir del estadío de mórula, coincidiendo con la aparición de mitocondrias maduras 

pudiendo cumplir de este modo la función de reserva para momentos de gran demanda 

energética, como lo es la formación del blastocele (Abe et al., 1999b). Por el contrario, en 

presencia de suero en los medios de cultivo la acumulación lipídica aumenta a partir del 

mencionado estadio (Ferguson y Leese 1999). Estos resultados plantean una interrogante 

acerca de cuál es el papel de las gotas lipídicas en el citoplasma de las células 

embrionarias, ya que su eliminación no produce una disminución en el porcentaje de 

producción de embriones, sino al contrario, mejora su calidad en términos de crio-

resistencia.  

Diversos autores (Yamashita et al., 1999, Cho et al., 2001, Abe et al., 2002, Cho et 

al., 2002) obtuvieron mejores porcentajes de sobrevivencia post-criopreservación en 

embriones producidos en medios suplementados con BSA y libres de suero fetal, 

independientemente del sistema de criopreservación empleado. 

Si bien no está totalmente claro cuál es el papel intracelular por el que actuarían la 

albúmina y el suero, algunas de sus propiedades físicas podrían ser reemplazadas 

mediante la utilización de sustancias definidas. El uso de polímeros sintéticos, como el 

alcohol polivinílico y la polivinilpirrolidona, es frecuente desde hace varios años en la 

producción in vitro de embriones (Ectors et al., 1992, Gardner y Lane 1998). Estos 

compuestos han demostrado proveer una buena actividad surfactante, similar a la 

albúmina, aunque se ha encontrado una menor tasa de producción de embriones y 

diferencias metabólicas importantes entre embriones cultivados con o sin estos 

componentes (Thompson 2000, Orsi y Leese 2004). Sin embargo, otros autores 

observaron que, tanto la tasa de producción (Rorie et al., 1994) como el número de 

células embrionarias (Thompson et al., 1998, Gómez y Diez 2000, Sung et al., 2004) no 

fueron afectados por la presencia o ausencia de suero. Contrariamente, Byrne et al., 

(1999) y Ferguson y Leese (1999) encontraron una disminución en esta última variable 

cuando adicionaron suero en los medios de cultivo.  

Actualmente existen en el mercado compuestos formulados con el fin de 

reemplazar el suero en los medios de cultivo de distintas líneas de células somáticas. 

Entre estos se encuentran el Ultroser G® (Invitrogen), un sustituto del SFB, y del CPSR-3® 

(Controlled Process Serum Replacement, SIGMA), el cual se obtiene por dializado del 

plasma bovino. Duque et al., (2003a) demostraron que es posible producir embriones in 
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vitro utilizando estos compuestos y observaron que el reemplazo del suero por Ultroser G® 

disminuyó significativamente la producción in vitro de embriones bovinos, mientras que 

utilizando CPSR-3® no obtuvieron diferencias en esta variable como tampoco en el 

número total de células embrionarias.  
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1.2 Justificación. 

Durante muchos años se ha trabajado buscando reproducir artificialmente los 

eventos de la maduración y fertilización de ovocitos y el desarrollo embrionario 

temprano. Así, lo que en principio sólo tenía fines de investigación, en los últimos años 

se ha comenzado a utilizar con propósitos comerciales. Los resultados de producción in 

vitro de embriones en distintas especies fueron mejorando significativamente a medida 

que avanzaron los conocimientos acerca de sus requerimientos. Para ello, fue necesario 

transformar los medios de cultivo complejos y suplementados frecuentemente con suero, 

en medios más definidos, en los cuales cada uno de sus componentes pudiera ser 

estudiado en función del efecto que genera sobre el desarrollo embrionario, su 

sobrevivencia poscriopreservación, la tasa de gestación y el porcentaje de crías viables.  

El empleo de medios de cultivo libres de suero podría ser benéfico para 

mejorar la calidad de los embriones producidos in vitro, ya que la eliminación de un 

compuesto altamente variable e indefinido, como lo es el suero fetal, posibilitaría 

comprender la función que desempeñan algunos de los componentes incluidos en los 

medios de cultivo. Esto permitiría progresar en el entendimiento de los requerimientos 

embrionarios durante los estadios de preimplantación. Además, permitiría evitar las 

alteraciones embrionarias (morfológicas) durante la gestación, atribuidas a la utilización 

de suero en los medios de cultivo. Por último, una mejora en la calidad de los embriones 

producidos in vitro permitiría obtener mejores porcentajes de gestación, producidas 

principalmente por la transferencia de embriones criopreservados, posibilitando la 

aplicación comercial en gran escala de esta biotecnología. Por lo que se justifica la 

necesidad de desarrollar un sistema simple de cultivo que confiera al ovocito la 

capacidad de maduración y que permita una buena tasa de fertilización y desarrollo 

embrionario. 
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II. HIPÓTESIS. 

 Al usar un suplemento sintético de suero, en comparación con el Suero Fetal 

Bovino y el Suero de Vaca en Estro, los ovocitos y embriones de vacas de razas Bos 

indicus, Bos taurus y Bos indicus x Bos taurus  producirán mayores tasas de fertilización y 

desarrollo embrionario  asi como se disminuirá de manera importante la cantidad de gotas 

lípidicas intracitoplasmáticas. 

 

 

 

III. OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar en tres genotipos bovinos (Bos indicus, Bos taurus y Bos indicus x Bos 

taurus), el efecto de la suplementación con 3 diferentes fuentes proteicas: Suero Fetal 

Bovino (SFB), Suero de Vaca en Estro (SVE) y un sustituto comercial de suero 

denominado “Serum Replacement” (SR)®, durante la maduración y desarrollo embrionario 

in vitro, sobre la producción embrionaria así como sobre la acumulación de gotas lipídicas 

intracitoplasmáticas. 

 

3.1 Objetivos específicos. 

1. Determinar la cantidad de gotas lípidicas intracitoplasmáticas en ovocitos de los 3 tipos 

raciales: Bos indicus, Bos taurus y Bos taurus x Bos indicus. 

2. Determinar la cantidad de gotas lipídicas intracitoplasmáticas en embriones de 3 grupos 

raciales: (Bos indicus, Bos taurus y Bos taurus x Bos indicus) 

3. Determinar el porcentaje de desarrollo embrionario en los diferentes grupos raciales y 

suplementos proteicos 

3. Determinar el  tipo de suero que produzca la menor cantidad de gotas lípidicas 

intracitoplasmáticas. 
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IV. REVISIÓN DE LITERATURA 

4.1 Ovogénesis y Foliculogénesis 

En las hembras de los mamíferos la ovogénesis se inicia al comienzo del 

desarrollo fetal, de forma que se ha asumido tradicionalmente que la población final de 

ovocitos quedará establecida poco después del nacimiento, sin que se produzca la 

posterior producción de nuevos ovocitos (Fair, 2003). La ovogénesis se inicia durante la 

gastrulación, momento en el que se forman las células germinales primordiales, que se 

multiplicarán activamente a través de sucesivas divisiones mitóticas. Estas células 

precursoras migran, tanto en machos como en hembras, a las crestas genitales 

originando las células germinales (Tsang et al., 2001). La diferenciación de células 

sexuales, ya sea hacia espermatozoides u ovocitos, se producirá posteriormente durante 

el desarrollo y está regulada por factores secretados en el tejido somático gonadal (Tsang 

et al., 2001). Una vez completada la diferenciación del ovario, las células germinales 

primordiales proliferan quedando conectadas por puentes intercelulares y reciben el 

nombre de ovogonias (Picton et al., 1998). Éstas replican su ADN e inician la meiosis, 

transformándose en ovocitos primarios, atraviesan las etapas de leptoteno, zigoteno y 

paquiteno de la profase I, hasta detenerse en el estadio de diploteno. Durante esta etapa 

los ovocitos muestran una sensibilidad extrema, por lo que una gran parte de los mismos 

degenera (Van den Hurk y Zhao, 2005). El inicio de la meiosis coincide con el comienzo 

de la foliculogénesis. El ovocito se rodea de una capa simple de células somáticas, dando 

lugar a los folículos primordiales. Estas células somáticas, precursoras de las células de la 

granulosa, son de origen mesotelial y/o mesonéfrico (Van den Hurk et al., 1995) y 

disponen ya de la capacidad de secretar esteroides (Juengel et al., 2002). La activación 

de los folículos primordiales se caracteriza por un cambio en la morfología de las células 

de la granulosa, transformándose de aplanadas a cúbicas, y por el inicio del crecimiento 

del ovocito. Estos cambios determinan la transformación de los folículos primordiales en 

primarios. La activación de los folículos primordiales está regulada por una compleja 

interacción entre factores estimuladores e inhibidores de origen local y/o sistémico (Van 

den Hurk y Zhao, 2005). El intercambio de señales moleculares entre el ovocito y las 

células que lo rodean resulta esencial durante el crecimiento y la diferenciación de ambos. 

Así, el ovocito es responsable del crecimiento folicular y de la proliferación y 

diferenciación de las células de la granulosa, mientras que las células de la granulosa 

resultan indispensables para el crecimiento, la diferenciación y la maduración del ovocito. 
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Cuando las células de la granulosa proliferan generando un segundo estrato, dan lugar a 

los folículos secundarios o preantrales (Driancourt, 1991). Al mismo tiempo comienzan a 

secretar diferentes glicoproteínas, que al asociarse formarán la zona pelúcida (ZP). Esta 

estructura brindará protección primero al ovocito y más tarde al embrión, y desempeñará 

un papel destacado durante la fertilización (Van den Hurk y Zhao, 2005). Los folículos 

primordiales, primarios y secundarios aparecen en el ovario fetal de las hembras bovinas 

a los 90, 140 y 210 días post-concepción, respectivamente. Durante esta etapa el folículo 

presenta en esta especie un diámetro de 150 μm y el ovocito de 60 μm. El citoplasma del 

ovocito sufre una clara transformación apareciendo nuevos organelos (ribosomas, 

mitocondrias, gránulos de glucógeno, proteínas, lípidos), al tiempo que se reorganizan los 

previamente existentes. Las células que rodean al ovocito continúan proliferando e inician 

su diferenciación, apareciendo el cúmulo y las tecas, al tiempo que se forma una cavidad 

entre las células de la granulosa con contenido líquido, lo que supone la transición a 

folículo terciario o antral (Fortune et al., 2004). El fluido presente en el interior del antro, 

constituye una fuente de sustancias moduladoras y reguladoras, que derivan del plasma 

sanguíneo y de actividad secretora de las células foliculares. El aumento de la 

vascularización y de la permeabilidad de los vasos localizados la pared folicular, produce 

un aumento del tamaño del antro y del diámetro folicular. Cuando el folículo alcanza los 4 

mm de diámetro, en la especie bovina,  adquiere la capacidad de responder a los 

estímulos desencadenantes del reclutamiento, pudiéndose incorporar a una oleada de 

crecimiento folicular (Van den Hurk y Zhao, 2005). En la especie bovina el crecimiento 

folicular se produce en oleadas y en cada una de ellas se suceden las etapas de 

reclutamiento, selección y dominancia. El crecimiento inicial de los folículos antrales es 

independiente del estimulo gonadotrófico, pero a partir del momento en que alcanzan un 

diámetro de 4 mm se hacen sensibles a las gonadotrofinas. Así al inicio de cada oleada, 

un grupo de folículos (5 a 10 en la vaca) comienzan su crecimiento de manera gradual y 

regular, como respuesta a la elevación de la concentración sérica de Hormona Folículo 

Estimulante (FSH). La aparición de actividad aromatasa en las células granulosas permite 

la secreción de estrógenos a partir de los andrógenos producidos por las células de la 

teca, estimuladas por la Hormona Luteinizante (LH). En las especies monoovulares (vaca, 

yegua, humana, etc), solamente se transformará en folículo dominante uno de los 

inicialmente reclutados y continuará su crecimiento y diferenciación, adquiriendo la 

capacidad de ovular. Los factores intrafoliculares que han sido sugeridos como candidatos 
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para la regulación son aquellos relacionados con el sistema de los factores de crecimiento 

similares a la insulina (IGF), esteroides, inhibina-A, activina-A, receptores de 

gonadotropinas, factores angiogénicos y otros factores intrafoliculares (Ireland et al., 

2004). Sin embargo, los únicos factores que han estado implicados temporalmente o 

funcionalmente son los IGF y su sistema asociado, el estradiol y los receptores de la 

hormona luteinizante (LH). El mecanismo que activa esos procesos bioquímicos no es 

claro, pero ocurre durante un descenso progresivo en las concentraciones circulantes de 

FSH y un incremento inicial en la LH (Beg y Ginther, 2006).El intervalo desde que 

empieza la disminución de los niveles de FSH y el inicio de la desviación es de 3 días en 

la vaca y la yegua. Después de haber iniciado la desviación, las concentraciones de FSH 

siguen bajando durante 10 a 20h en vaquillas y durante varios días en las yeguas (Ginther 

et al., 2001). Se ha señalado también (Ginther et al., 1996) que el folículo seleccionado 

suprime la secreción de FSH, dando como resultado final la pérdida de los folículos 

subordinados. Ciertos tipos de inhibina están relacionadas con la disminución de las 

concentraciones séricas de la FSH (Ginther, 2000). Sin embargo, no se han observado 

diferencias en la concentración total de inhibina, inhibina-A y -B y activina-A entre los tres 

folículos de mayor diámetro durante el proceso de selección (Austin et al., 2001) o entre 

los dos folículos de mayor tamaño antes del inicio de la desviación en vacas (Beg et al., 

2002). Las concentraciones de inhibina-B no cambian antes de que comience la 

desviación. Cuando se elimina el folículo de mayor diámetro (FMD) al inicio de la 

desviación, las concentraciones de activina-A e inhibina-A aumentan en el segundo 

folículo más grande (FSD) pero lo hacen después de que esta estructura alcanza el 

diámetro característico del inicio de la desviación (Ginther et al., 2002). 

Las células de la granulosa del folículo antral seleccionado incrementan su 

contenido en receptores para la LH y FSH, volviéndose más sensibles y reactivas al 

efecto de las mismas. Así, la LH facilita que en muy pocos días el folículo seleccionado 

aumente su diámetro, adquiriendo así un tamaño muy superior a los restantes y 

alcanzando un diámetro final en un folículo primario de 15 a 20 mm. El folículo dominante 

contiene un ovocito en íntima asociación con un grupo compacto de células de la 

granulosa, dicha asociación se conoce con el nombre de complejo cúmulo ovocito (COC). 

Este complejo está bañado por el fluido folicular y conectado con las restantes células de 

la granulosa dispuestas en la pared interna del folículo (Van den Hurk y Zhao, 2005). En 

la hembras bovinas, se producen entre dos y tres oleadas sucesivas de crecimiento 
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folicular en el transcurso de cada ciclo estral (Guinter, 2000). Sin embargo, la ovulación 

solamente se producirá cuando la presencia del folículo dominante coincida con la 

regresión del cuerpo lúteo. Tanto los folículos subordinados de cada onda folicular, como 

los folículos dominantes que no ovulan sufrirán atresia. El ovocito tiene la capacidad de 

reiniciar la meiosis de manera espontánea durante una parte importante de la 

foliculogénesis, pero dicha situación no se produce, indicando la existencia de un factor 

inhibidor. Esta sustancia, denominada factor inhibidor de la meiosis (OMI), todavía es 

desconocida, aunque se han propuesto diversos candidatos (TGF-, AMH, activina, 

inhibina, folistatina). Las dificultades para su identificación pueden ser consecuencia de su 

extrema labilidad. El AMPc parece jugar también un papel destacado en el bloqueo de la 

meiosis (Downs et al., 1993).  

4.1.1. Interacciones del ovocito con las células foliculares. 

Los ovocitos de los mamíferos crecen y evolucionan manteniendo un contacto 

íntimo e interdependiente con las células somáticas adyacentes. Tras la formación del 

antro las células de la granulosa se diferencian en dos tipos celulares distintos por sus 

características estructurales y funcionales: las células de la granulosa y las del cúmulo. 

Las células de la granulosa recubren la pared interna del folículo y tienen una función 

secretora principalmente esteroidogénica. Las células del cúmulo y el ovocito mantienen 

una comunicación bidireccional a través de las uniones comunicantes y mediante señales 

paracrinas. Durante mucho tiempo se consideraba que el ovocito actuaba de forma pasiva 

en su relación con las células somáticas del folículo. Sin embargo, en los últimos años se 

ha demostrado que el ovocito desempeña un papel central en la regulación folicular, 

jugando un papel crítico en la regulación de la ovogénesis, la tasa de ovulación y la 

fecundidad (Eppig, 2001; Gilchrist et al., 2004; McNatty et al., 2004; Gilchrist y Thompson, 

2007). El ovocito secreta una diversos factores de crecimiento ovocitarios (OSFs), que 

regulan la actividad de las células del cúmulo y de la granulosa. Se demostró la existencia 

de dos compuestos pertenecientes a la superfamilia del Factor de Crecimiento 

Transformante  (TGF), el factor de crecimiento-transformación 9 (GDF9) y la proteína 

morfogenética del hueso 15 (BMP15), que son necesarias para el inicio de la 

foliculogénesis y actúan durante la regulación de la diferenciación de las células del 

cúmulo y de la granulosa (Eppig et al., 1997; Li et al., 2000) y en la regulación de su 

actividad (Elvin et al., 1999; Joyce et al., 2000; Otsuka et al., 2001; Gilchrist et al., 2008). 

Las células del cúmulo juegan, también, un papel crítico durante la maduración meiótica, 
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producen una gran cantidad de ácido hialurónico, que determina la mucificación y 

expansión del cúmulo (Chen et al., 1990). No obstante, estas células mantienen algún tipo 

de comunicación con el ovocito, puesto que en el bovino su eliminación antes de la  

fertilización in vitro afecta a la penetración espermática y al posterior desarrollo 

embrionario (Zhang et al., 1995; Fatehi et al., 2002, Fernandez et al., 2007). En la especie 

bovina, las células del cúmulo intervienen durante la  fertilización atrayendo y atrapando 

los espermatozoides (Cox et al., 1993), facilitando la capacitación espermática, la 

reacción acrosomal y la penetración (Fukui, 1990; Younis y Brackett 1991) o evitando el 

endurecimiento precoz de la zona pelúcida. La matriz extracelular mucoelástica que une a 

las células del cúmulo tras su expansión resulta esencial para su adhesión a los cilios del 

epitelio distal del oviducto, facilitando su captación y posterior transporte hacia la luz 

oviductal (Talbot et al., 2003). La morfología de las células del cúmulo ha sido utilizada 

para seleccionar a los ovocitos destinados a la maduración in vitro y el grado de 

expansión del cúmulo se relaciona con la calidad del ovocito postmaduración, dado que 

las condiciones de cultivo favorables para la maduración suelen determinar, también, la 

expansión del cúmulo (Choi et al., 2001). No obstante, existe bastante controversia en 

cuanto a la relación entre el grado de expansión del cúmulo y la competencia del ovocito 

(Ali y Sirard 2002, Luciano et al., 2004).  

 

 

4.1.2. Crecimiento folicular.  

El folículo ovárico es la unidad estructural y funcional del ovario, proporcionando 

un ambiente adecuado para el crecimiento, eventual ovulación del ovocito que contiene y 

formación de un embrión a partir de la  fertilización (Cortvrindt y Smitz, 2001; Findlay et 

al., 2009). La foliculogénesis es un proceso altamente selectivo donde usualmente solo un 

folículo asume dominancia y el destino del resto de los folículos es la atresia mediada por 

apoptosis; el mayor tipo de células que sufren este proceso son las células de la 

granulosa (Hsueh et al., 1994). El crecimiento y desarrollo de los folículos ováricos 

requiere de una serie de eventos coordinados destinados a inducir cambios morfológicos 

y funcionales dentro del folículo, con el fin de permitir el adecuado desarrollo del ovocito. 

El proceso secuencial de reclutamiento y selección de estos folículos, resulta en la 

producción de un número especifico de folículos ovulatorios para cada raza y especie 

animal (Bonnet et al., 2008). La formación del folículo primordial, la activación con la 
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consecuente formación del folículo primario y posteriormente del folículo secundario 

(folículos preantrales), la formación del folículo antral y por último la ovulación, son las 

principales etapas de la foliculogénesis. A la fecha hay poco conocimiento sobre los 

factores y mecanismos que controlan el desencadenamiento del crecimiento folicular; sin 

embargo hoy en día ya hay un concenso al respecto y algunos autores mencionan que la 

activación de los folículos primarios es controlada por factores intraováricos (Suss et al., 

1988). Las primeras señales de crecimiento del folículo primario son caracterizadas por el 

aumento de tamaño del ovocito, cambios en la estructura de las células de la granulosa 

de forma plana a cuboidal, formación de la ZP y la proliferación progresiva de las células 

de la granulosa. Los folículos primarios son formaciones compuestas por un ovocito que 

en la vaca alcanza un diámetro aproximado de 60 m por una corona de células. De esta 

forma las células tecales parecen secretar factores que influencian la tasa de proliferación 

de las células de la granulosa (Duranthon y Renard 2001).  

El crecimiento, maduración, ovulación y luteinización del folículo de Graff 

dependen de la secreción apropiada de la FSH y la LH. La FSH desempeña un importante 

papel en el inicio de la formación del antro, esta gonadotropina estimula la mitosis de las 

células de la granulosa (Hafez, 1995). El diámetro folicular juega un papel importante en 

la selección de ovocitos, ya que la competencia de los ovocitos bovinos para el desarrollo 

puede estar influenciada por el tamaño del folículo y por su calidad. Crozet et al., 1995 

sugieren que ciertos factores foliculares juegan un papel importante en la maduración 

citoplasmática y en consecuencia, en el desarrollo embrionario por lo que el ovocito que 

ha completado el crecimiento folicular experimenta una diferenciación posterior durante el 

desarrollo del folículo antral, que está directamente relacionado con la adquisición de la 

competencia para soportar el desarrollo embrionario temprano. Barnes et al., (1991), 

sugirieron que los ovocitos procedentes de folículos de diámetro pequeño, a pesar de ser 

capaces de realizar la maduración nuclear, eran citoplasmáticamente inmaduros. De 

modo similar, Arlotto et al., (1996) observaron que ovocitos bovinos de tamaño grande 

procedentes de folículos grandes tenían un potencial para el desarrollo mucho mayor que 

los ovocitos procedentes de folículos más pequeños, a pesar de tener el mismo potencial 

de maduración. En el bovino, los ovocitos originados a partir de folículos mayores de 6 

mm de diámetro proporcionan un mayor porcentaje de blastocistos que los procedentes 

de folículos menores (Lonergan et al., 1994). Sin embargo, porcentajes de eclosión 

idénticos sugirieron que los embriones derivados de folículos medianos y grandes son de 
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igual calidad biológica (Pavlok et al., 1992). Normalmente, para la MIV de ovocitos 

bovinos, se emplean ovocitos obtenidos de folículos de 2 a 6 mm, mientras que in vivo los 

ovocitos que resumen la meiosis se originan a partir de folículos dominantes de 15 mm 

aproximadamente. Tales folículos habrían tardado alrededor de 5 días en crecer de 2 a 15 

mm (Driancourt, 1991).  

La adquisición de la competencia meiótica y para el desarrollo ocurre de manera 

progresiva en los ovocitos con el aumento de tamaño de los folículos y está 

correlacionada con la trascripción de la síntesis de ARN nuclear (Fair et al., 1995; Moor et 

al., 1987). Varias observaciones realizadas en diferentes especies animales han indicado 

que los ovocitos obtenidos de folículos de tamaño reducido son incapaces de reanudar la 

meiosis o se bloquean en el estadio de metafase I. Este hallazgo se ha comprobado en 

folículos de menos de 2 mm en bovinos (Fair et al., 1995), caprinos (De Smedt et al., 

1994) y ovinos (Moor y Trouson, 1977).  

Actualmente se conoce que durante el ciclo estral de las vacas o novillonas 

cebuínas y europeas ocurren de dos (Pierson et al., 1988, Ginther y Knopf 1989; 

Figuereido et al., 1997) o tres (Savio et al., 1988; Gambini et al., 1998, Figuereido et al., 

1997) ondas de crecimiento folicular. 

Este proceso continuo de crecimiento y regresión de folículos que lleva al 

crecimiento del folículo preovulatorio es conocido como Dinámica Folicular, así como el 

Periodo de crecimiento y atresia de un grupo de folículos ovárico es denominado Onda de 

Crecimiento Folicular (Lucy et al., 1992). Cada onda folicular está compuesta de 3 fases: 

reclutamiento, selección y dominancia (Figuereido et al., 1997). 

La emergencia de la primera onda folicular es observada alrededor de un día y 

medio después de la ovulación (Adams et al., 1992; Ginther et al., 1997) cuando un 

conjunto de folículos antrales dependientes de FSH se comienza a desarrollar, se observa 

un aumento de la concentración plasmática de FSH que antecede de 1 a 2 días de la 

emergencia de cada onda folicular (Adams et al., 1992). Existen diferencias en la 

dinámica folicular entre Bos taurus y Bos indicus, particularidad observada en el número 

de ondas de crecimiento folicular por ciclo estral, capacidad de secretar LH, área del tejido 

luteal, diámetro folicular en el momento de la divergencia y en la ovulación (Figueiredo et 

al., 1997; Pinheiro et al., 1998; Baruselli et al., 2007). En novillas Bos indicus (Rhodes et 

al., 1995, Figueiredo et al., 1997, Viana et al., 2000), reportan que la dinámica folicular es 

caracterizada por la presencia de dos ondas (33%) y tres ondas (57.1%), reportando 
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hasta cuatro ondas por ciclo en Brahman, Neloré y Gyr. Savio et al., (1988), Sirois y 

Fortune (1988), Ginther et al., (1989) y Wolfenson et al., (2004), refieren que en animales 

de la raza Holstein (Bos taurus) predominan de dos a tres ondas por ciclo estral. Según 

Carvalho et al., (2008), además de la diferencia en el número de ondas foliculares, las 

hembras Bos indicus reclutan mayor número de folículos por onda de crecimiento folicular 

que las hembras Bos taurus: 33.4±3.2 versus 25.4±2.5, respectivamente. En hembras 

taurinas con dos ondas de crecimiento folicular el diámetro del folículo dominante es de 

17.1 y 16.5 mm para la primera y segunda onda; en cebuínas, los diámetros fueron de 

11.3 y 12.1 mm, respectivamente (Ginther et al., 1989; Figueiredo et al., 1997). Estudios 

realizados por Bó et al., (1994), demuestran que entre el día uno a tres después del estro 

emerge una onda de folículos que varía de 10 a 50 con un tamaño de dos a tres 

milímetros, parte de los cuales continúan creciendo hasta los cuatro y seis milímetros, de 

estos, entre dos y cinco siguen creciendo según Ginther et al., (1996), a partir de la 

transición de FSH a LH, donde ocurre la divergencia del folículo dominante (8.5 mm en 

taurinos y 6.2 mm en cebuínos) (Baruselli et al., 2007), generando la regresión de los 

folículos menores, sin embargo, este folículo inicia su atresia luego de la fase estática. 

Para Silcoux et al., (1993), en la primera onda de crecimiento folicular, la fase de 

crecimiento va desde la emergencia hasta cerca del octavo al décimo día y la fase de 

regresión ocurre después del décimo día, para hembras que presentan dos ondas de 

crecimiento folicular, mientras que en las de tres ondas de crecimiento folicular se tiene 

del sexto al séptimo día de estática y séptimo a octavo día de regresión. Según Savio et 

al., (1988), Sirois y Fortune (1988), en animales que presentan ciclo estral de dos ondas 

de crecimiento folicular el reclutamiento de la primera onda es identificada en el día de la 

ovulación, al día tres el folículo dominante está presente alcanzando el diámetro 

preovulatorio a los seis días, este folículo permanece estático hasta el inicio de la 

segunda onda en el día diez después de la ovulación, donde se produce el folículo de 

Graaf y ovulatorio. Así mismo, refieren que en un ciclo de tres ondas foliculares la fase 

estática del folículo dominante de la primera onda folicular es más corta y la fase luteal es 

más larga, en estos casos la tercera onda se inicia al día 16 y de esta se produce la 

ovulación. Sin embargo Bó et al., (1995), refieren que en el octavo día del ciclo estral (o 

sexto, por la variación en el número de ondas ocurre la emergencia de la segunda onda 

de crecimiento folicular y el proceso se reinicia; el folículo dominante de esa segunda 

onda regresiona (si hay tres ondas) o se torna folículo ovulatorio si solo ocurren dos 
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ondas. Variaciones en la dinámica folicular pueden deberse a factores como la dieta, 

manejo, producción de leche, periodo de lactancia, y postparto (Ginther et al., 1996). La 

dieta puede afectar el patrón de ondas de crecimiento folicular, debido a que una nutrición 

pobre está asociada a bajas concentraciones de IGF-I circulante (Murphy et al., 1990), 

reducción del diámetro del folículo dominante de todas las ondas y también reduce el 

tiempo de persistencia de este folículo durante la primera onda (Rhodes et al., 1995). Asi 

mismo Rhodes et al., (1995), reportan que factores de tipo nutricional, de manejo y la 

época del año están relacionados con la dinámica folicular. Badinga et al., (1994), 

involucran complejas interacciones neurohormonales del hipotálamo-hipófisis- ovarios. 

 

4.1.3 Fluido Folicular 

El fluido folicular constituye el ambiente bioquímico que rodea al ovocito durante su 

crecimiento y diferenciación. El fluido folicular tiene una gran variedad de funciones: 

bloqueo de la meiosis, protección frente a la proteolisis, extrusión durante la ovulación, 

estimula la motilidad y la reacción acrosomal (Rodriguez et al., 2001, Wang et al., 2001) y 

ejerce un efecto amortiguador frente a condiciones adversas (Gosden et al., 1988). El 

antro folicular es un compartimiento avascular, separado del estroma ovárico por la pared 

folicular que constituye la barrera “hemato-folicular”. Este fluido es un trasudado 

procedente del plasma, pero, además, contiene diversos componentes específicos 

originados de la actividad secretora y metabólica de las células foliculares (Gérard et al., 

2002) y su composición varía de manera sustancial a lo largo de las distintas etapas del 

crecimiento folicular. El fluido folicular contiene una gran variedad de sustancias: 

electrolitos, proteínas, enzimas, factores de crecimiento, citoquinas, hormonas proteicas y 

esteroides, sustratos energéticos y otros factores de naturaleza desconocida. El 

conocimiento de la composición del fluido folicular podría contribuir al diseño de medios 

de maduración mejor adaptados a las necesidades de los ovocitos durante este periodo y 

por ello se mencionan algunas de las características relativas a la composición de este 

fluido. El fluido folicular contiene cloruro, calcio, magnesio, zinc, cobre y fosfato 

inorgánico, en concentraciones similares a las observadas en el plasma y en el suero. Sin 

embargo, los niveles de sodio y potasio son más elevadas, lo que demuestra la existencia 

de sistemas de transporte activo. El contenido total en proteínas es inferior al existente en 

el suero, representando un 75% del mismo, y no varía significativamente en función del 

tamaño folicular. Este menor contenido en proteínas es debido a que tienen un peso 
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molecular superior a 250,000 daltons y por ende son incapaces de atravesar la barrera 

hemato-folicular; sin embargo, la permeabilidad de esta barrera se incrementa a medida 

que progresa el crecimiento folicular, lo que determina que cuanto mayor es el diámetro 

del folículo mayor es, también, su contenido en proteínas de alto peso molecular. El fluido 

folicular contiene diversas enzimas y su cantidad aumenta durante la evolución folicular. 

Entre ellas destacan: lactato deshidrogenasa, la ATPasa, las transaminasas y la fosfatasa 

alcalina. Además, contiene hialuronidasa, endopeptidasa y alagenasa, enzimas que 

desempeñan un papel destacado en el momento de la ovulación. El fluido folicular 

contiene glucosa y lactato y sus niveles varían en función del tamaño folicular, así durante 

las primeras etapas la concentración de glucosa es inferior a la observada en el suero, 

mientras que la de lactato es superior, pero al incrementarse el tamaño del folículo la 

concentración de glucosa aumenta, mientras que la de lactato disminuye (Leroy et al, 

2004). La glucosa juega un importante papel en el metabolismo intrafolicular, puesto que 

constituye la principal fuente de energía, siendo utilizada en anaerobiosis para la 

producción de lactato (Leese y Lenton, 1990; Boland et al., 1994; Rabiee et al., 1997, 

1999). Los niveles de triglicéridos también están condicionados por el tamaño folicular, 

disminuyendo a medida que se incrementa el diámetro del folículo. Así, en los folículos de 

menor tamaño sus niveles superan a los presentes en el suero, mientras que en los de 

mayor tamaño son significativamente inferiores (Leroy et al, 2004), lo que sugiere que 

están condicionados por procesos metabólicos locales. Además, la concentración de 

triglicéridos en el fluido folicular se mantiene constante y es independiente de las 

fluctuaciones ocasionadas por la situación metabólica del animal o los cambios en su 

dieta (Wehrman et al., 1991). Los triglicéridos presentes en el fluido folicular pueden servir 

como una fuente de energía alternativa, puesto que las células cultivadas in vitro los 

utilizan. Sin embargo, los ovocitos y los embriones cultivados en un medio que contiene 

triglicéridos muestran una gran acumulación de lípidos (Kim et al., 2001, Abe et al., 2002). 

Los niveles de ácidos grasos no esterificados son similares a los del suero y no se 

modifican en función del tamaño del folículo. La concentración intrafolicular de colesterol 

representa el 42% de la sérica y su valor se incrementa con el tamaño folicular. El 

colesterol intrafolicular está ligado a lipoproteínas de alta densidad, puesto que la fracción 

fijada a las de baja densidad no es capaz de atravesar la barrera hemato-folicular. En los 

mamíferos el fluido folicular contiene hormonas esteroides y proteicas. Los niveles de 

FSH y LH son similares o ligeramente inferiores a los observados en el suero, mientras 
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que la cantidad de estradiol presente en los folículos preovulatorios bovinos es bastante 

elevada (1 μg/ml) en el momento de la descarga preovulatoria de LH. Sin embargo, dicha 

concentración se reduce notablemente al cabo de 6 h coincidiendo con la rotura de la 

vesícula germinal.  

  

4.1.4. Maduración nuclear y citoplasmática del ovocito. 

La maduración del ovocito implica el reinicio de la meiosis y la progresión hacia el 

estadio de metafase II (maduración nuclear) y una serie de sucesos citoplasmáticos 

(morfológicos, funcionales y bioquímicos) necesarios para la fertilización y el desarrollo 

embrionario temprano (Eppig et al., 1994). La secuencia correcta de estos eventos es 

muy importante ya que la habilidad del ovocito para ser fertilizado y desarrollarse 

normalmente depende tanto de la maduración nuclear como citoplasmática (Hurtt et al., 

2000). La maduración citoplásmica, comprende los cambios ultraestructurales que 

ocurren en el ovocito durante el crecimiento folicular desde el estadio de vesícula germinal 

hasta MII (Ducibella et al., 1994; Shamsuddin, 1993). Estos cambios ultraestructurales 

incluyen la migración de la vesícula germinal cerca a la zona pelúcida, la síntesis y 

acumulación de los diferentes tipos de RNA, ribosomas y polipéptidos (Withaker, 1996), 

localización de las mitocondrias en la periferia del ovocito, aumento en el número de 

aparatos de Golgi y en los niveles de glutation, translocación de los gránulos corticales 

desde el centro del ovocito hacia la periferia y su unión a la membrana plasmática (Fair et 

al., 1997). Durante el crecimiento folicular el ovocito adquiere la competencia meiótica, la 

cual se refiere a la capacidad del ovocito para completar el ciclo meiótico o maduración 

nuclear. Esta es adquirida progresivamente durante el crecimiento folicular y está 

estrechamente relacionada con el tamaño del ovocito (110 mm) y éste a su vez con el 

tamaño del folículo (2 a 3 mm) (Fair et al., 1997; Fair et al., 2001). El ovocito se encuentra 

detenido en profase de la meiosis I, desde la vida embrionaria hasta que se da el pico 

preovulatorio de FSH y LH; en respuesta a éste, la meiosis continúa hasta metafase II, 

estadio en el que ocurre el segundo arresto meiótico. Como consecuencia el folículo 

expulsa un ovocito completamente maduro (ovulación) y apto para ser fecundado 

(Withaker, 1996). Este proceso de continuación de la meiosis involucra la desintegración 

de la envoltura nuclear llamada Vesícula Germinal (VG) condensación de cromosomas, 

formación del huso en metafase I, separación de cromosomas homólogos con expulsión 

del primer cuerpo polar y freno en metafase II (Fair et al., 1997; Kubelka et al.,1998; 
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Salomone et al.,2001). El ovocito de bovino requiere un periodo de 24 h para completar 

únicamente la maduración nuclear in vitro (Sirard, 1989). Durante la continuación de la 

meiosis estimulada por el pico preovulatorio de FSH y LH, los niveles de AMPc 

intraovocito descienden debido a la disminución de la expresión de conexinas formadoras 

de las uniones comunicantes (Calder et al., 2003), las cuales son necesarias para la 

difusión del AMPc desde las células de la granulosa al ovocito, y por la hidrólisis del AMPc 

a su forma inactiva 5´-AMP (Conti et al., 2002). Las hormonas gonadotrópicas FSH y LH 

se unen específicamente a receptores transmembranales acoplados a proteínas G, la cual 

está conformada por tres subunidades, alfa – beta – gama, y en su forma inactiva se 

encuentra asociada a Guanosina Difosfato (GDP). Al unirse la hormona a su respectivo 

receptor, se genera un cambio conformacional que permite la interacción con varias 

proteínas G, induciendo la liberación del GDP y la unión por Guanosina Trifosfato (GTP). 

Esta última interacción estimula el desacoplamiento del complejo subunidad alfa – GTP 

que activará la adenil ciclasa, enzima que cataliza la producción de 3´, 5´-adenosina 

monofosfato cíclico (AMPc) a partir del adenosina trifosfato (ATP). Los altos niveles de 

AMPc en las células de la granulosa inducen la mucificación caracterizada por el 

desacoplamiento de las uniones comunicantes (Calder et al., 2003) y la secreción de 

ácido hialurónico (Salustry et al., 1998), disminuyendo los niveles de AMPc intraovocito, el 

cual es el principal factor involucrado en el freno meiótico, permitiéndo la continuación de 

la meiosis y por tanto la maduración nuclear (Tsafriri et al., 1996). 

En el bloqueo meiótico, el ovocito es detenido en profase I (estadio VG) debido al 

efecto inhibitorio de la PKA mediado por el AMPc. Esta inhibiciónn es realizada en dos 

niveles: Evitando la activación del pre-Factor Promotor de la Maduración (pre-FPM) por la 

fosforilación de p34cdc2 y reprimiendo la síntesis de novo de ciclina B1. Después de la 

liberación del ovocito del folículo ovárico, las concetraciones de AMPc intraovocito 

disminuyen y el pre-FPM se activa. La poliadenilación del RNAm de Mos es posterior a la 

activación del FPM, conduciendo a la expresión de Mos y la activación de proteína kinasa 

activada por mitógenos (MAPK). La inactivación de FPM en metafase I (MI) es necesaria 

para la expulsión del primer cuerpo polar, mientras que su reactivación al inicio de la 

segunda división meiótica evita la entrada a interfase. El bloqueo del ovocito en metafase 

II es mantenido hasta la fertilización por la acción de las MAPK y el FPM (Josefsberg et 

al., 2002). El ovocito reiniciará la Meiosis II, solamente si es fecundado por el 

espermatozoide (Figuereido et al., 2002). En condiciones in vivo el reinicio de la meiosis 
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de la maduración ocurre después de un pico preovulatorio de la hormona LH durante el 

estro, y momentos antes de la ovulación se observan modificaciones citoplasmáticas. En 

este mecanismo se encuentran involucradas una serie de modificaciones en número, 

tamaño, posición de organelos como la migración periférica de los gránulos corticales, así 

como de síntesis de proteínas (Suss et al., 1988). Por lo contrario, en los procedimientos 

de fertilización in vitro, el proceso de meiosis se retoma espontáneamente como 

consecuencia de la aspiración del ovocito (Mayes y Sirard 2001; Goncalves et al., 2002). 

Los ovocitos que no tienen una sincronía entre la maduración nuclear y la maduración 

citoplasmática no serán fecundados, o bien, su desarrollo embrionario no llegará a 

término (Blondin y Sirard 1995). 

 

4.1.5. Factores que interfieren en la competencia de los ovocitos. 

El crecimiento del ovocito dentro de un folículo ovárico está determinado por un 

gran número de factores que influyen sobre su viabilidad y competencia para el desarrollo 

embrionario (Fair et al., 1995). Dentro de estos factores están incluidos: el tamaño 

folicular (Hendrisken et al., 2000; Lonergan et al., 1994) y las diferentes fases del ciclo 

estral (Matchatkova et al., 1996).  

Hendriksen et al., (2000), observaron que la competencia para el desarrollo in vitro 

se ve favorecida en los ovocitos obtenidos de folículos de 6 a 8 mm, en comparación con 

los folículos de 3 a 6 milímetros de diámetro; es decir, folículos mayores de 6 mm poseen 

ovocitos con mayor potencial para formar blastocistos que los folículos pequeños menores 

de 3 mm de los cuales regularmente se obtienen ovocitos incompetentes (Pavlok et al., 

1992), de tal forma que la competencia del ovocito aumenta en la medida que el folículo 

se desarrolla (Kruip et al., 2000). Por lo tanto los bajos porcentajes de desarrollo de los 

ovocitos provenientes de folículos pequeños pueden estar relacionados con el hecho de 

que estos no han alcanzado completamente la Meiosis y/o competencia citoplasmática, o 

tal vez sean provenientes de folículos atrésicos (Camargo et al., 2006). De la misma 

forma Fair et al., (1995) y Pavlok et al., (1992) demostraron que los ovocitos provenientes 

de folículos con menos de 2 mm de diámetro obtuvieron una tasa de maduración nuclear 

menor que aquellos ovocitos provenientes de folículos de más de 3 mm, que 

corresponden a un ovocito con un diámetro de aproximadamente 100 . 

Varios estudios han demostrado que la fase del ciclo estral influye sobre la 

competencia ovocitaria, Machatkova et al., (1996) observaron diferencias al obtener 
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ovocitos mediante aspiración en las diferentes etapas del ciclo estral. Así, ovocitos 

colectados entre los días 14 al 16 del ciclo estral, presentaban mejores índices de 

competencia para el desarrollo hasta blastocisto comparados con aquellos que fueron 

aspirados entre los días 7 al 9. 

Hageman (1999) y Machatkova et al., (2004) concluyeron que el desarrollo hasta 

blastocisto es significativamente mayor en ovocitos que fueron obtenidos durante la fase 

de crecimiento folicular, que aquellos obtenidos durante la fase de dominancia, 

independientemente del diámetro del folículo. La competencia ovocitaria aumentó en 

aquellos ovocitos obtenidos a partir de folículos mayores (Camargo et al., 2006). 

Otro aspecto importante es que los ovocitos aspirados de animales prepúberes 

poseen una menor actividad metabólica (Krisher et al., 2007) y por lo tanto son menos 

competentes para la producción in vitro de embriones bovinos, con respecto a aquellos 

ovocitos obtenidos de animales adultos (Revel et al., 1995). De la misma forma los 

ovocitos obtenidos sin estimulación hormonal a la donadora y con aspiraciones por lo 

menos 1 vez por semana son de menor calidad que aquellos en que las donadoras son 

aspiradas 1 vez cada 2 semanas (Goodhand et al., 1999). 

La estimulación hormonal puede alterar el ambiente folicular que rodea al ovocito, 

influenciando directamente la calidad del ovocito aspirado (Roth et al., 2002). El uso de la 

hormona FSH antes de la aspiración beneficia el desarrollo embrionario sincronizando la 

población folicular, adelantando el desarrollo de los folículos e iniciando la maduración in 

vivo de los ovocitos, lo que llevaría a un aumento de la competencia del ovocito antes de 

su obtención (Gibbons et al., 1994).  

También intervienen en la calidad de los ovocitos otros factores como son aquellos 

implicados directamente en los animales y las condiciones medioambientales (Snijders et 

al. 2000). En un estudio realizado en Irlanda se encontró que vacas de alto valor genético 

produjeron ovocitos de menor calidad que sus compañeras de hato con un valor genético 

inferior. Estos hallazgos podrían tener relevancia para encontrar respuestas en el 

conocido problema de tasas reducidas de fecundidad en los hatos lecheros de mayor 

rendimiento productivo (Gordon, 2003). Así mismo, existen numerosas evidencias que 

demuestran que el estrés térmico puede alterar el desarrollo de los ovocitos y su calidad. 

Esta situación es especialmente marcada en el ganado vacuno lechero, debido a su 

mayor sensibilidad al estrés térmico como consecuencia de la alta demanda metabólica 

asociada a la lactación. En estos animales la capacidad de los ovocitos para ser 
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fecundados y soportar posteriormente el desarrollo embrionario está disminuida durante 

los períodos del año en los que se producen situaciones de estrés térmico (Zeron et al., 

2001; Al-Katanani et al., 2002; Sartori et al., 2002). Así, una elevada temperatura 

ambiental en los 10 días que preceden al momento del celo induce un descenso de la 

fertilidad (Al-Katanani et al., 1999). También se ha podido comprobar una reducción en la 

producción de esteroides por parte de las células de la teca y de la granulosa en las vacas 

expuestas a estrés térmico durante 20-26 días (Roth et al., 2001a). Estos mismos 

investigadores comprobaron que la recuperación de la fertilidad que se produce durante el 

otoño puede verse acelerada mediante la eliminación de los folículos reclutados durante 

el verano, aspirando los folículos con un diámetro comprendido entre 3-7 mm de durante 

cuatro ciclos estrales consecutivos (Roth et al., 2001b), mecanismos a través de los 

cuales el estrés térmico compromete la función ovocitaria incluyen alteraciones en el 

crecimiento y la función folicular (Roth et al., 2000), en la secreción de esteroides (Ozawa 

et al., 2005; Roth et al., 2001a; Wolfenson et al., 1997) y en la expresión génica (Argov et 

al., 2005).  

Uno de los efectos del estrés térmico en ganado lechero es provocar un 

incremento del número de folículos de tamaño mediano y pequeño, cuyo reclutamiento 

podría ser consecuencia del descenso de la concentración de inhibina y del incremento de 

la secreción de FSH (Roth et al., 2000). El ovocito permanece susceptible a los daños 

ocasionados por el estrés térmico durante todo el período de crecimiento preovulatorio, y 

los daños ocasionados durante este período parecen implicar la generación de ROS, ya 

que los efectos ocasionados por el estrés térmico, tanto in vivo (Roth et al., 2008) como in 

vitro (Lawrence et al., 2004) fueron atenuados mediante la adición de antioxidantes. La 

apoptosis juega un papel crítico en los efectos ocasionados por el estrés térmico sobre la 

maduración de los ovocitos bovinos. Una parte importante de los complejos cúmulo-

ovocito expuestos a elevadas temperaturas (aproximadamente un 15-30%) desarrollan 

apoptosis, tal y como se ha determinado por técnicas de TUNEL (Roth y Hansen 2004 

a,b); Soto y Smith 2009). Así, cuando los ovocitos son madurados in vitro a una 

temperatura elevada, es posible inhibir la apoptosis mediante un inhibidor de la caspasa 

(Roth y Hansen 2004a), la esfingosina 1-fosfato (Roth y Hansen 2004b) o el péptido BH4 

(Soto y Smith 2009), manteniendo la competencia de los ovocitos para ser fecundados y 

soportar el inicio del desarrollo. 
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4.2 Fertilización. 

La fertilización es el proceso de la reproducción sexual en el que se unen un 

ovocito y un espermatozoide y comienza cuando el semen es depositado en el tracto 

reproductor de la hembra. La fertilización de un ovocito comprende una serie de eventos 

que ocurren en un orden cronológico y que llevan a la incorporación del material genético 

del espermatozoide en el citoplasma del ovocito, dando origen a la formación de un cigoto 

(Alberts, 2002). Cuando los gametos se ponen en contacto en el oviducto de la hembra 

ocurren una serie de eventos sucesivos que conducen a la fertilización, a la formación de 

un cigoto y posteriormente al desarrollo de un nuevo individuo que tiene un contenido 

genético diferente al de los progenitores (Austin y Short, 1982). 

El ovocito es transportado en la dirección correcta por las secreciones del 

oviducto, por el movimiento de los cilios que lo recubren y por contracciones musculares 

de la pared del oviducto, de este modo los ovocitos alcanzan el sitio de la fertilización que 

en la mayoría de los mamíferos es en el ámpula (Austin y Short, 1982). 

Antes de establecer contacto con el ovocito, el espermatozoide penetra a través de 

las Células del Cúmulo (CC) éstas se expanden antes de la ovulación para permitir el 

paso de los espermatozoides, siendo esta característica un indicio externo de la 

maduración del ovocito (Yanagimachi, 1994). Los mecanismos por los cuales los 

espermatozoides atraviesan las CC no son claros. Hay algunas hipótesis que indican que 

el movimiento mecánico es indispensable para la penetración de esta estructura, sin 

embargo hay evidencias de que las enzimas contenidas en el acrosoma como la 

hialuronidasa y acrosina, pueden ser las responsables de la capacidad de penetración 

(Talbot et al., 2003).  

La ZP en los mamíferos tiene diversas funciones como el reconocimiento especie-

específico con el espermatozoide, la inducción de la reacción acrosomal y como un primer 

mecanismo para evitar la poliespermia (Talbot et al., 2003).  

Durante las primeras etapas del desarrollo embrionario, la ZP protege al embrión, 

sin ella los blastómeros podrían disociarse, o adherirse a las paredes del oviducto y 

perecer, además ayuda a la implantación del embrión en el útero. También funciona como 

una barrera de protección contra bacterias, leucocitos y ataque inmunológico. La ZP esta 

conformada por una serie de glicoproteínas que varían en su peso molecular dependiendo 

de la especie (Wassarman, 1989).  
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Los espermatozoides que han penetrado las CC se unen a la ZP por medio de la 

interacción de las moléculas de la superficie de ambas células. Una vez que el 

espermatozoide se une a la ZP debe atravesarla, se han postulado dos explicaciones a 

este proceso, una de ellas indica que la fuerza mecánica del espermatozoide es capaz de 

romper los puentes disulfuro de las glicoproteínas de la ZP. La otra supone que los 

espermatozoides que no llevan a cabo la reacción acrosomal no pueden penetrarla y que 

la acrosina hidroliza todas las glicoproteínas de la ZP (Austin y Short, 1982). 

Una vez que el espermatozoide ha pasado a través de la ZP, cruza rápidamente el 

espacio perivitelino, su cabeza se une a la membrana plasmática del ovocito y el cuerpo 

completo se incorpora al citoplasma. En los bovinos la región ecuatorial de la membrana 

plasmática del espermatozoide es la que se fusiona con el oolema. La región posterior de 

la cabeza y cola son incorporadas por medio de la fusión de sus membranas con el 

oolema y la región anterior de la cabeza con la parte interna del acrosoma expuesta, es 

fagocitada por el ovocito (Yanagimachi, 1994). 

Al fusionarse el espermatozoide con el ovocito, se produce una serie de eventos 

morfológicos y bioquímicos que constituyen el proceso de activación y por consiguiente el 

inicio del desarrollo embrionario. En los mamíferos la prueba más clara de que el ovocito 

ha sido activado es la liberación de los gránulos corticales (GC) para impedir el acceso de 

espermatozoides adicionales (bloqueo a la poliespermia). Al fusionarse el espermatozoide 

con el oolema, se activa la ruta del inositoltrifosfato que provoca un aumento de Ca+2 en el 

citosol, esta reacción se inicia desde la región donde ocurrió la penetración y se extiende 

al resto del ovocito. La liberación de los iones de Ca+2 produce la exocitosis de los GC. En 

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

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

haber una activación espontánea (Alberts, 2002). En algunas especies de mamíferos la 

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

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

primeras divisiones embrionarias antes de que perezcan (Austin y Short, 1982; Gilbert, 

2000). 

 

4.3. Producción de embriones mediante fertilización in vitro 

En el proceso de MIV, los ovocitos aun inmaduros retoman la Meiosis cuando son 

retirados del ambiente folicular (Bevers e Izadyar, 2002, Lonergan et al., 2003) ya que se 
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eliminan las sustancias inhibitorias presentes en el líquido folicular (Sirard et al., 2006). 

Por lo tanto, los ovocitos deben ser colocados rápidamente en un medio de cultivo 

adecuado. Los ovocitos inmaduros se pueden obtener por punción folicular de los ovarios 

provenientes de rastro o bien por aspiración folicular guiada por ultrasonido en animales 

vivos. En general los ovocitos son obtenidos de folículos de 2 a 8 mm de diámetro, este 

tamaño se debe a que está demostrado que el crecimiento del ovocito se completa 

cuando el folículo alcanza un tamaño de alrededor de 2 mm, por lo tanto ovocitos 

provenientes de folículos menores de 2 mm serían incompetentes para completar la 

maduración y el desarrollo embrionario (Yang et al., 1998; Lonergan et al., 1994; Lequarre 

et al., 2005). La calidad de las células del cúmulo es esencial pues ellas poseen un papel 

importante en la maduración citoplasmática del ovocito ya que proveen de los 

aminoácidos, carbohidratos y nucleótidos necesarios (Nagano et al., 2006, Rodríguez y 

Farin, 2004). La interacción directa del ovocito con las células del cúmulo ocurre a través 

de las uniones de comunicación que están compuestas de proteínas del tipo de las 

conexinas, por lo tanto la ruptura de estas uniones afectaría la maduración del ovocito 

(Nagano et al., 2006).  

La apariencia del citoplasma del ovocito también puede ser un factor determinante 

para el éxito de la MIV, los ovocitos con citoplasmas uniformes en color y textura 

presentan mayores porcentajes de fertilización que aquellos que tienen citoplasmas 

oscuros (Nagano et al., 2006).  

El establecimiento de un medio de MIV eficiente que promueva una correcta 

maduración es un factor importante. Para la MIV del ovocito bovino normalmente se utiliza 

el medio TCM 199 con sales Earle. Por otro lado algunos grupos de investigación han 

utilizado el SOF también para la MIV de los ovocitos. Lonergan et al., (2004) observaron 

que es posible llevar a cabo la MIV con SOF en ausencia de macromoléculas. Por el 

contrario Russell et al., (2006) demostraron que ovocitos madurados con SOF, generan 

embriones de menor calidad a aquellos madurados en medio TCM-199. Estos medios 

pueden ser modificados de acuerdo con los protocolos de cada laboratorio, pudiendo ser 

suplementados con diferentes fuentes de energía: Glucosa o Piruvato, fuentes proteicas: 

SFB y BSA o macromoléculas sintéticas como alcohol polivinílico (PVA) y 

polivinilpirrolidona (PVP) (Ali y Sirard, 2002), bicarbonato de sodio; L-glutamina; hormonas 

LH y FSH (Goncalves et al., 2001, Sirard et al., 2007); antioxidantes; factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) y factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) (Makarevich y 
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Markkula, 2002). También se puede suplementar el medio con otras sustancias de 

maduración (roscovitine, butirolactona-1) que detienen la Meiosis, como una función para 

aumentar el tiempo para completar la maduración citoplasmática del ovocito in vitro, y por 

lo tanto mejorar su competencia (Rodríguez y Farin, 2004).  

Además el pH y la osmolaridad del medio, así como la temperatura de la incubadora 

afectan también el éxito de la MIV (Nagai, 2001).  

La etapa siguiente de la MIV es la FIV en la cual el éxito depende de la calidad de 

los ovocitos y de la viabilidad y fertilidad de los espermatozoides (Hansen, 2006).  

Para el cultivo de embriones se emplean varios medios que deben ser 

suplementados con proteínas, sustratos energéticos, aminoácidos esenciales y no 

esenciales. El uso de SFB en el medio de cultivo embrionario como fuente proteica ha 

sido considerado como el responsable de algunos casos en los que se han presentado 

anormalidades fetales y placentarias, así como el nacimiento de becerros con peso 

excesivo (síndrome del becerro gigante), que son causa de distocias (Hoshi, 2003).  

En la actualidad se han estado utilizando nuevos suplementos con el objetivo de 

sustituir al SFB, entre ellas se encuentran la albúmina, o macromoléculas como PVA y 

PVP (Enright et al., 2000). A pesar de esto, se sabe que la presencia de SFB en los 

medios aumenta el porcentaje de producción de blastocistos (Gutiérrez-Adán et al., 2001); 

sin embargo, se desconoce la concentración de ácidos grasos, factores de crecimiento, 

aminoácidos y vitaminas que están presentes en el SFB ya que esta puede variar entre 

los lotes y afectar de forma variada el desarrollo de los embriones. La fuente de energía 

requerida para suplir las necesidades de los embriones en las primeras divisiones hasta la 

formación de 16 a 32 células son el piruvato y el lactato. Después de la compactación y 

formación del blastocele cuando se inicia la diferenciación de las células del embrión, se 

debe utilizar Glucosa como sustrato energético (Rieger et al., 1992). Actualmente diversos 

sistemas han sido empleados con el objetivo de mimetizar las condiciones uterinas, 

mejorando los porcentajes de PIV de embriones.  

El cultivo in vitro de los embriones ha sido objeto de estudio por numerosos 

investigadores durante los últimos 30 años. Sin embargo, todavía quedan muchos 

aspectos por resolver en relación a los efectos de las condiciones de cultivo sobre el 

desarrollo embrionario y en las características anatómicas y fisiológicas de los fetos y 

neonatos generados a partir de embriones producidos in vitro. A pesar de que los 

embriones de los mamíferos tienen una gran plasticidad, lo que les permite sobrevivir en 



37 

 

condiciones muy diferentes, los embriones producidos in vitro son de menor calidad y 

tienen menor viabilidad que los producidos in vivo (Lane, 2001). Existen diferentes 

sistemas de cultivo embrionario que pueden ser clasificados en tres categorías de 

acuerdo a su formulación: indefinidos, cuando se utiliza suero y/o cultivo con células 

somáticas; semidefinidos cuando se omite el co-cultivo y el suero se reemplaza por 

albúmina sérica y definidos, cuando la fuente protéica se reemplaza por proteínas 

químicamente puras (ej. Albúmina recombinante) o macromoléculas sintéticas como el 

polivinil alcohol o la polivinil pirrolidona. 

Uno de los componentes principales de los medios indefinidos es el suero 

sanguíneo, debido a que aporta numerosas sustancias que favorecen el desarrollo 

embrionario: aminoácidos, vitaminas, factores de crecimiento y sustratos energéticos. No 

obstante, también contamina el medio con factores embriotóxicos (Bavister, 1995). El 

suero ejerce un efecto bifásico que es negativo durante las primeras etapas del desarrollo, 

al inhibir las primeras divisiones celulares, pero es positivo en etapas posteriores, 

estimulando el desarrollo embrionario temprano (Bavister, 1995). Así, la adición de suero 

mejora la cinética del desarrollo embrionario (Lequarre et al., 2003; Rizos et al., 2003), el 

porcentaje de cigotos que se desarrollan hasta blastocisto y el número de células que 

constituyen éstos (Holm et al., 2002; Lazzari et al., 2002). Sin embargo, la presencia de 

suero durante el cultivo aumenta el acumulo de lípidos, reduce la resistencia a la 

criopreservación (Abe et al., 2002), altera la expresión génica (Rizos et al., 2003; 

Wrenzycki et al., 2001). Además se ha relacionado con la aparición de numerosas 

alteraciones fenotípicas observadas durante la gestación y la vida postnatal, como 

alteraciones placentarias y síndrome de exceso de volúmen fetal (McEvoy, 2003; Young 

et al., 1998).  

Las células somáticas favorecen el desarrollo embrionario eliminando algunas 

sustancias embriotóxicas presentes en el medio de cultivo (Bavister et al., 1992; 

Pinyopummintr y Bavister, 1991), produciendo sustancias que favorecen multiplicación o 

la diferenciación celular (Bavister et al., 1992). Sin embargo, a pesar de estas ventajas, su 

utilización provoca algunos inconvenientes. En primer lugar constituyen una fuente de 

variación al utilizarse tipos celulares muy diferentes procedentes de distintas especies. 

Además, estas células constituyen un riesgo de incorporar patógenos al cultivo, ya que se 

ha demostrado que son susceptibles a la contaminación por virus como los de la diarrea 

vírica bovina (Waldrop et al., 2004) y el herpesvirus bovino tipo 1 (Vanroose et al., 1999). 
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Estos hechos llevaron al desarrollo de sistemas de cultivo semidefinidos en los que se 

remplazó el suero por albúmina sérica y en los que no se utilizaba el cultivo con células 

somáticas. La albúmina es una proteína abundante en el tracto genital de los mamíferos, 

que podría desempeñar un papel nutritivo durante el desarrollo embrionario temprano 

(Thompson, 2000). Algunos estudios permitieron demostrar que los embriones bovinos 

pueden ser cultivados en medios con concentraciones muy bajas de Albúmina Sérica 

Bovina (BSA) (Krisher et al., 1999) y que los embriones producidos en estas condiciones 

soportaban mejor la criopreservación (Rizos et al., 2003). Sin embargo, la BSA es de 

origen biológico, por lo que puede ser objeto de contaminación y no se conocen sus 

efectos sobre el desarrollo.  

Algunos investigadores demostraron que los embriones bovinos podían 

desarrollarse en medios libres de proteína (Holm et al., 1999; Keskintepe et al., 1995; 

Pinyopummintr y Bavister, 1991), lo que permitió desarrollar medios de cultivo definidos. 

Estos medios tienen la ventaja de evitar los efectos nocivos del suero, la albúmina y los 

cultivos, y al mismo tiempo permiten realizar estudios para conocer las necesidades de 

los embriones durante su desarrollo temprano. No obstante, en este sistema de cultivo se 

obtienen menos blastocistos que en los sistemas indefinidos o semidefinidos (Kuran et al., 

2001; Lonergan et al., 1999; Orsi y Leese, 2004), lo que ha limitado su utilización a escala 

comercial. Se han diseñado multitud de medios simples para mejorar el cultivo de los 

embriones bovinos y controlar mejor las condiciones de cultivo: SOF (Tervit et al., 1972; 

Krisher et al., 1998), CR1aa y CR2 (Rosenkrans y First, 1991), CZB (Ellington et al., 

1990), KSOM (Erbach et al., 1994), G1.2 y G2.2 (Gardner, 1994), BECM (Dobrinsky et al., 

1996; Lim et al., 1999), G1 (Krisher et al., 1999), y IVD101 (Abe y Hoshi, 2003).  

Estos medios han sido suplementados con diversos componentes con objeto de 

satisfacer las necesidades de los embriones, incluyendo los siguientes: Aminoácidos, 

debido a su efecto benéfico durante el desarrollo embrionario temprano (Pinyopummintr y 

Bavister, 1996); Factores de crecimiento para mejorar el porcentaje de blastocistos (Byrne 

et al., 2002; Sirisathien et al., 2003) y el porcentaje de implantación (Block y Hansen, 

2007); Glutatión, Superóxido dismutasa o Taurina, Cisteamina y Mercaptoetanol, como 

antioxidantes; EDTA (Olson y Seidel, 2000b) o Desferrioxamina (Harvey et al., 2007) 

como quelantes; Vitaminas (Olson y Seidel, 2000a), citrato sódico y mioinositol (Holm et 

al., 1999); así como hialuronato (Stojkovic et al., 2002; Palasz et al., 2006).  
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La Glucosa es el principal sustrato energético de las células, no obstante produce 

algunos efectos nocivos durante el desarrollo embrionario temprano (Bavister, 1995). 

Durante las primeras etapas los embriones prefieren como sustratos energéticos el lactato 

y el piruvato (Pinyopummintr y Bavister, 1996) existiendo una elevada oxidación de lactato 

hasta la etapa de 8 células (Khurana y Niemann, 2000). La utilización de Glucosa se 

incrementa a partir de la compactación, siendo metabolizada a lactato (Sinclair et al., 

2003). En las etapas iniciales del desarrollo embrionario, la Glucosa inhibe la fosforilación 

oxidativa a través de los metabolitos procedentes de la glucolisis (Bavister, 1995). 

Además, cuando la concentración de Glucosa es elevada se incrementa la proporción de 

machos (Bredbacka y Bredbacka, 1996) al retardar el desarrollo de los embriones de sexo 

femenino. Este efecto podría ser causado por la expresión diferencial de algunos genes 

ligados al cromosoma X (Bredbacka y Bredbacka, 1996; Kimura et al., 2005). Sin 

embargo, la supresión de la Glucosa del medio de cultivo no parece ser la mejor solución, 

ya que es un sustrato imprescindible para la síntesis de Ribosa y la producción de 

NADPH (Bavister, 1995; Thompson, 2000), por ello se utilizan medios con baja 

concentración de Glucosa.  

Las secreciones oviductales contienen diversos aminoácidos que pueden ser 

utilizados por los embriones (Bavister, 1995) y su presencia en los medios de cultivo libres 

de proteínas favorece el desarrollo embrionario (Pinyopummintr y Bavister, 1991). Sus 

acciones biológicas son muy diversas pudiendo actuar como antioxidantes (Liu y Foote, 

1995) y controlando el pH y la osmolaridad (Gardner, 1998). No obstante, el metabolismo 

de los aminoácidos produce amonio, que es nocivo para los embriones. Este efecto 

secundario obliga a renovar el medio cada dos o tres días (Thompson, 2000).  

También se ha comprobado que los factores de crecimiento secretados por las 

células estimulan el desarrollo embrionario cuando se añaden a medios de cultivo 

definidos (Byrne et al., 2002; Sinclair et al., 2003). El factor de crecimiento epidérmico 

(EGF) favorece la maduración nuclear y la segmentación (Rieger et al., 1998), así como el 

desarrollo embrionario (Sirisathien et al., 2003) y la síntesis de proteínas (Byrne et al., 

2002; Sirisathien et al., 2003). El factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1) y 2 (IGF-2) 

aumenta el porcentaje de blastocistos y el número de células (Byrne et al., 2002; 

Sirisathien et al., 2003) y reduce la apoptosis.  

La utilización de sistemas de cultivo semidefinidos y definidos ha puesto de 

manifiesto que la tensión de oxígeno utilizada durante el cultivo es un factor crítico para el 
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desarrollo embrionario (Lonergan et al., 1999; Vanroose et al., 2001). La elevada tensión 

de oxígeno afecta a la transición materno-cigótica incrementando la duración del cuarto 

ciclo celular (Lequarre et al., 2003). Además, la utilización de una baja tensión de oxígeno 

reduce la formación de radicales libres que afectan al desarrollo y metabolismo 

embrionario (Lane, 2001), provocan un incremento de la apoptosis (Yuan et al., 2003) y 

alteran la expresión génica (Harvey et al., 2004). Además, los embriones cultivados en 

una atmósfera con 5% de oxígeno resisten mejor la criopreservación (Rizos et al., 2003). 

Sin embargo, el cultivo en una atmósfera con 5% de oxígeno produce una reducción de la 

proporción de células de la masa celular interna (Fischer-Brown et al., 2002). La tensión 

de oxígeno influye también en el desarrollo de los embriones después de la transferencia. 

Así, se ha comprobado que fetos producidos a partir de embriones producidos en una 

atmósfera con 20 % de oxígeno tienen mayor peso que los producidos con 5% (Iwata et 

al., 2000) y los cotiledones tiene mayor tamaño y área en los primeros (Fischer-Brown et 

al., 2005), siendo especialmente marcado en el caso de los embriones cultivados en 

KSOM. Algunos autores señalan que la utilización de un único medio durante todo el 

periodo de cultivo impide la consecución de buenos resultados. Esto es consecuencia de 

que las necesidades de los embriones cambian a lo largo de su desarrollo, por lo que se 

han diseñado sistemas de cultivo secuenciales, cuyos resultados parecen prometedores. 

El diseño de los medios secuenciales permite cambiar de piruvato, nutriente preferido 

durante las primeras segmentaciones, a Glucosa cuando la demanda energética es mayor 

al producirse la blastulación y la diferenciación celular (Harvey, 2007). Además, permiten 

ajustar la disponibilidad de aminoácidos añadiendo aminoácidos no esenciales durante las 

primeras etapas e incorporando además los aminoácidos esenciales una vez producida la 

activación del genoma.  

En la especie bovina se han utilizado el KSOM/SOF (Nedambale et al., 2004), 

eSOF-98/LSOF-98 (Thompson, 2000), SOF1/SOF2 (Steeves y Gardner, 1999), y SOF-

A/SOF-B (Gyu-Jin et al., 2007). Se ha propuesto la utilización comercial del sistema G1.2/ 

G2.2 para el cultivo de los embriones bovinos (Lane et al., 2003a), sin embargo, su 

elevado costo limita su utilización.  

Se han diseñado sistemas de cultivo en microfluidos, construidos a escala de los 

embriones de los mamíferos. Estos sistemas permiten eliminar la mayor parte del trabajo 

al permitir automatizar los cambios en los medios de cultivo y reducen el estrés ambiental. 

Los embriones pueden ser movidos de una localización a otra simulando la migración del 
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oviducto al útero ajustando el flujo de fluido (Wheeler et al., 2004). Las dimensiones de los 

sistemas de cultivo en microfluidos permiten que la cantidad de medio que rodea al 

embrión sea mucho más reducida (aproximadamente 0.125 μl) que la que se utiliza en los 

sistemas de cultivo estáticos (50 μl). Este reducido volumen permite una manipulación 

muy precisa del ambiente que rodea a los embriones de forma estática o dinámica 

(Wheeler et al., 2004). El principal inconveniente del cultivo en microfluidos es la elección 

del plástico debido a sus diferentes grados de permeabilidad para el agua y los gases, lo 

que se puede solucionar reduciendo los canales de flujo y los volúmenes de medio 

(Thompson, 2007). Sin embargo, estos medios todavía necesitan ser mejorados 

sensiblemente, puesto que el cultivo de los embriones bovinos producidos in vitro en el 

interior del oviducto incrementa notablemente la calidad de los mismos. 

 

4.4. Obtención de ovocitos.  

Los ovarios contienen un elevado número de folículos que se encuentran en 

diferentes estados de desarrollo (primordiales, en crecimiento, atrésicos), de los cuales 

solamente una pequeña proporción va a ser utilizada durante la vida reproductiva del 

animal. La recolección de ovocitos permite recuperar y aprovechar folículos no 

ovulatorios, que bajo condiciones fisiológicas se tornarían en folículos atróficos, con el fin 

de aprovechar el máximo potencial genético de una donadora por procedimientos in vitro 

(Baldassarre et al., 1996).  

Hay dos formas para obtener los ovocitos, dependiendo del objetivo final de 

producción: 

1. La obtención de ovocitos procedentes de ovarios de animales de rastro es la forma más 

común y económica de obtener los ovocitos con fines experimentales. Es la que ha dado 

paso al desarrollo de la producción de embriones de bovino in vitro y su producción en 

gran escala (Palma, 2001). El transporte de los ovarios al laboratorio puede hacerse en 

solución fisiológica o PBS con antibióticos a temperatura ambiente. Yang et al., (1998) 

estudiaron el efecto del tiempo de conservación de los ovarios a una temperatura de 24-

25 °C y concluyeron que durante al menos 11 h no disminuía significativamente la 

viabilidad de los ovocitos obtenidos. Otro trabajo concluyó que la conservación de 

ovocitos procedentes de ovarios a 10 °C durante 24 h no afectó a la maduración nuclear 

ni al posterior desarrollo embrionario tras la fertilización in vitro (FIV), activación 

partenogénica o transferencia nuclear (Matsushita et al., 2004). El método más empleado 
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para la obtención de los COC es el de aspiración con el empleo de agujas unidas a 

jeringas hipodérmicas o a bombas de aspiración. Los tamaños más usados de las agujas 

de aspiración varían entre 18 a 21 G de diámetro, y de 2 a 2.5 cm de longitud.  

2. El uso de aspiración guiada por ultrasonido (OPU, siglas en inglés del término ovum 

pick-up), permite obtener ovocitos a partir de los ovarios de hembras donadoras in vivo. 

Con esta técnica se ha incrementado la producción de embriones de una donadora 

determinada mediante la maduración y fertilización in vitro de ovocitos (Brogliatti y Adams, 

1996). La OPU se utiliza principalmente para obtener ovocitos a partir de hembras 

adultas, pero también es posible colectar ovocitos de hembras jóvenes (becerras pre-

púberes), y al producir embriones de éstas se logra acortar el intervalo generacional. La 

OPU también permite obtener ovocitos de los ovarios de hembras gestantes, hasta el 

tercer mes de gestación (Brogliatti y Adams, 1996; Merton et al., 2009; Taneja et al., 

2000). En el año 2005, los embriones producidos a partir de ovocitos obtenidos por OPU 

representaron el 30% del total de embriones transferidos en el mundo, siendo Brasil el 

país responsable del 50% de esta producción (Thibier, 2006). 

 Cuando se usan ovocitos colectados de ovarios provenientes de rastro o por OPU, 

los gametos recolectados de folículos de un tamaño de 3 a 6 mm de diámetro se 

encuentran inmaduros y deben ser incluidos en los protocolos de maduración in vitro 

(Marquant et al., 1998). 

 

4.4.1. Selección de los ovocitos. 

Diversos criterios han sido empleados por los diferentes autores para evaluar la 

calidad del ovocito siguiendo diferentes esquemas de clasificación. Sin embargo, la 

mayoría de los autores se basan en la selección de ovocitos siguiendo parámetros 

visuales de valoración de la morfología del COC, el aspecto del citoplasma ovocitario y 

tamaño del ovocito. Otros métodos de selección previos a la obtención de ovocitos 

también han sido empleados, como la selección en función del diámetro folicular y la 

selección con base en la morfología del ovario. El primer trabajo que se conoce en 

bovinos sobre selección de ovocitos basándose en sus características morfológicas es el 

publicado por Leibfried y First (1979). Numerosos autores han descrito que la presencia 

de un cúmulo intacto alrededor del ovocito y una apariencia homogénea del ooplasma son 

indicadoras de ovocitos inmaduros con capacidad para madurar y desarrollarse (Gordon y 

Lu, 1990; Leibfried y First, 1979; Xu, 1987). Por otro lado, Shioya et al., 1989 demostraron 
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que los ovocitos desnudos (aquellos que no presentan células del cúmulo alrededor del 

ovocito), presentan una capacidad reducida para la maduración, fertilización y posterior 

desarrollo embrionario. 

Las células del cúmulo son importantes en la maduración ya que hay una estrecha 

relación entre estas y los ovocitos, ya que le proporcionan nutrientes y energía. Se sabe 

que a través de ellas hay transporte de aminoácidos, nucleótidos y precursores de 

fosfolípidos necesarios para el ovocito (Wani et al., 2002). 

La evaluación de los ovocitos se realiza con base en su apariencia citoplasmática y 

el número de capas de células foliculares que lo rodean, clasificándose en cuatro 

categorías o grados de calidad (adaptado de: Baldasarre et al., 1994; De Loos, 1984; 

Wani et al., 1999, 2000). 

1 = Excelente: Ovocitos esféricos y simétricos, de tamaño, color y textura uniforme, 

rodeados de tres a cinco capas completas de células del cúmulo (complejo cúmulo-corona 

completo). 

2 = Buena: Ovocitos esféricos y simétricos; tamaño, color y textura uniforme, pero 

con pérdida parcial de las capas del cúmulo (complejo cúmulo-corona incompleto). 

3 = Regular: Ovocitos esféricos y simétricos; de tamaño, color y textura uniforme, 

pero sólo con el recubrimiento de las células de la corona radiada.  

4 = Mala: Complejo cúmulo-ovocito totalmente degenerado u ovocitos totalmente 

desnudos.  

 

4.5. Maduración in vitro. 

Tan pronto como se ha separado el ovocito de su ambiente folicular, los ovocitos 

espontáneamente reinician la meiosis en cultivo, pero esta maduración es incompleta, 

debido a que no están capacitados para inducir una descondensación completa de la 

cabeza espermática después de su fertilización (Sirard y Coenen, 1993). Por lo tanto, la 

maduración debe realizarse tanto nuclearmente como citoplasmáticamente, nuclearmente 

debe observarse la expulsión del corpúsculo polar lo que indica que el ovocito se 

encuentra en MII. Sin embargo, la evaluación de la maduración citoplasmática es más 

compleja. Se han utilizado diversos métodos como histoquímica de lectina que permite 

observar la distribución de los gránulos corticales (Hosoc y Siya, 1995), detección de los 

niveles de calcio, migración mitocondrial o contenido de glutatión, aunque la prueba 

definitiva es la capacidad de los ovocitos en MII, para llevar a cabo el desarrollo 
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embrionario hasta la etapa de blastocisto en condiciones in vitro. Aunque también es 

cierto que influyen otros factores que no tienen que ver con la maduración citoplasmática.  

El medio más tradicional y más empleado en la maduración de ovocitos de vacuno 

es el TCM-199 (Tissue Culture Medium 199), que está compuesto por sales de Earle con 

bicarbonato, suplementado con piruvato, lactato, vitaminas, aminoácidos, purinas y 

proteínas (albúmina bovina o suero). 

 

4.6. Fertilización in vitro.  

Para que se lleve a cabo la fertilización es necesario: que los ovocitos hayan 

madurado correctamente y hayan alcanzado la MII, que el semen haya sido capacitado y 

se lleve a cabo la RA, y que se utilicen los medios y las condiciones adecuadas (Gordon, 

1994).  

Para la FIV se recomienda usar semen de machos con fertilidad probada, ya sea 

fresco o congelado. La FIV incluye un procedimiento para capacitar a los espermatozoides 

con los que se inseminan los ovocitos. Para la capacitación in vitro de los espermatozoides 

se siguen principalmente dos procedimientos, el Percoll y el swim-up. El primero se basa en 

la realización de un lavado por centrifugación (a través de dos gradientes de concentración), 

y el segundo en periodos de incubación en los cuales los espermatozoides capacitados de 

dirigen hacia la superficie del medio de capacitación, y esta parte se centrifuga para 

conseguir el paquete celular que se utilizará para la fertilización (Wani, 2002).  

Estos métodos también separan el plasma seminal y eliminan las sustancias 

inhibidoras de la capacitación, haciendo posible seleccionar a las células espermáticas de 

mejor calidad y contar con espermatozoides capacitados para colocarlos con los ovocitos 

durante la FIV (Gordon, 1994). 

Después de que el semen ha sido capacitado, se procede a calcular la concentración 

adecuada para llevar a cabo la FIV. No hay una concentración predeterminada de semen 

para la FIV, pero la calidad del mismo puede servir como guía para recomendar el uso de 

una concentración eficiente, siendo importante al determinar su calidad evaluar el porcentaje 

de espermatozoides muertos. La dosis de semen más adecuada para la fertilización va de 

0.5 x 106 a 1 x 106 espermatozoides por ml de medio de FIV (Ward et al., 2002). 
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4.6.1. Preparación del semen para la fertilización in vitro.  

Tanghe et al., (2002) demostraron que la centrifugación con gradientes de Percoll fue 

fundamental para la separación de espermatozoides aumentando el porcentaje de células 

vivas y con alta actividad mitocondrial, de los toros utilizados en la FIV. Además de esto, 

ellos observaron una mejora en los espermatozoides con bajo porcentaje de fertilización. 

Prakash et al., (1998) demostraron que para humanos el Percoll proporcionó una 

mayor concentración de espermatozoides morfológicamente normales en relación a la 

técnica de swim-up. Para bovinos la concentración espermática también fue mayor cuando 

se utilizó la técnica de gradientes de Percoll en relación con el swim-up (Somfai et al., 2002). 

El gradiente de Percoll fue importante para seleccionar espermatozoides con más 

movimiento y aumentar el porcentaje de espermatozoides vivos con el acrosoma intacto y 

morfológicamente normales (Moohan et al., 1995; Fernandes et al., 2008). Según Parrish et 

al., (1995), para obtener una tasa de recuperación de espermatozoides móviles con la 

técnica de Percoll es necesario que los tiempos de centrifugación sean cortos. Se ha 

demostrado que con la técnica de swim-up se obtienen mayores porcentajes de penetración 

de ovocitos en relación al Percoll, en cuanto a la producción de blastocistos en día 7 se 

obtiene mayor numero cuando se utiliza Percoll que swim-up (Cesari et al., 2006). Por otro 

lado Parrish et al., (1995) observaron que el desarrollo de mórula y blastocisto no fue 

diferente al comparar los métodos de separación espermática Percoll y swim-up.  

 

4.7. Desarrollo de embriones in vitro.  

Después de transcurridas las 18 a 24 h de la FIV, se evalúa el proceso para realizar 

el cambio de los ovocitos al medio de desarrollo y seguir con el cultivo de los embriones in 

vitro. 

Hasta el año 2000, los medios más utilizados para la producción de embriones 

fueron el TCM-199 y Menezo B2, junto con sistemas de co-cultivo y con 10 % de SFB. 

Posteriormente se utilizaron medios semi-definidos para el desarrollo embrionario, como 

el SOF-citrato y 5 % de FCS. Sin embargo, en los últimos años es común utilizar medios 

definidos o semi-definidos, ya que se ha comprobado que los medios completamente 

definidos y libres de proteínas resultan ser eficientes para el desarrollo embrionario 

(Krisher et al., 1998; Long et al., 2003).  

Dentro de los suplementos utilizados en los medios de desarrollo para bovinos, se 

encuentran el SVE (Murzamadiev et al., 1983) y la BSA (Gardner et al., 1994). Los 
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derivados de fluidos corporales, como el FCS y la BSA son los más utilizados. Tanto el 

suero como la BSA contienen una mezcla indefinida de proteínas, factores de crecimiento 

o péptidos, que estimulan el crecimiento embrionario. Estos derivados, al igual que el co-

cultivo con células somáticas permiten conseguir porcentajes aceptables de desarrollo 

embrionario. En los primeros medios de desarrollo usados en los sistemas de co-cultivo 

en borregas y vacas, se usaron células de oviducto, pero se ha demostrado que diversas 

células somáticas son capaces de proveer un sistema de cultivo efectivo para las 

necesidades de los embriones (Gordon, 1994).  

4.7.1. Criterios de evaluación de la calidad del embrión bovino producido in 

vitro. 

Es sabido que los embriones producidos in vitro presentan varias diferencias en 

relación a aquellos producidos in vivo, por ejemplo la cantidad de lípidos es mayor, tienen 

mayor sensibilidad a las bajas temperaturas, mayor número de células apoptóticas, más 

anormalidades cromosómicas, menor cantidad de blastómeros, así como presentar 

diferencias en su metabolismo, entre otras (Rizos et al., 2002a). 

La morfología y el porcentaje de blastocistos han sido criterios utilizados para la 

evaluación de la competencia del desarrollo embrionario. La viabilidad de los embriones 

puede ser medida por otras formas tales como la coloración de los blastómeros, la 

cinética de desarrollo, el diámetro del embrión a eclosionar, el número total de células, la 

criotolerancia, el análisis del metabolismo basado en los niveles de transcripción del 

RNAm por la técnica de PCR, además de la capacidad del embrión de establecer una 

gestación (Rizos et al., 2002a).  

 

4.8. Suplementación proteica para MIV y CIV. 

Actualmente los centros de investigación buscan la utilización de medios definidos 

donde el conocimiento de su composición posibilite la eliminación de una serie de 

sustancias y productos que influyen en el desarrollo embrionario. La maduración del 

ovocito en un medio sin fuente de proteína es perjudicial al desarrollo embrionario (Eckert 

y Niemann, 1995).  

Las condiciones de cultivo durante la PIV de embriones bovinos pueden impactar 

de alguna manera en el desarrollo potencial del embrión. El cultivo de los embriones 

según Lonergan et al (2006) es particularmente importante, pues en este periodo ocurren 
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diversos eventos como: primera división de la fertilización, activación del genoma 

embrionario, compactación de la mórula y la formación del blastocisto. 

A pesar de que el suero y la albúmina son comúnmente adicionados a los medios 

como fuentes proteicas para mejorar la eficacia del cultivo se han realizado muchas 

investigaciones con diferentes sustitutos del suero y del BSA por macromoléculas 

definidas, los resultados obtenidos con estos substitutos siguen siendo inconsistentes e 

inferiores a los obtenidos con proteínas séricas (Nedambale et al., 2004).  

4.8.1. Requerimientos del embrión durante el cultivo in vitro. 

El estudio de la fisiología embrionaria preimplantación ha permitido establecer que 

el embrión tiene dos períodos que marcan una diferencia clara en la forma como funciona 

y se regula su metabolismo. Antes de formar la mórula las células embrionarias se están 

dividiendo pero se mantienen separadas unas de otras en lo que se conoce como el 

período pre-compactación. En este período cada célula funciona independientemente y no 

existen mecanismos de regulación sofisticados como los que se encuentran en los 

organismos multicelulares. Al formar la mórula las células no sólo se dividen sino que 

forman nexos entre ellas, entrando al período post-compactación, que coincide con la 

llegada del embrión al útero. De esta manera el embrión requiere y por lo tanto desarrolla 

mecanismos de regulación y homeostasis que le permiten controlar su ambiente interno 

(Gardner y Lane, 1997). 

Los requerimientos metabólicos del embrión de menos de 8 células (etapa pre-

compactación) son marcadamente diferentes a sus requerimientos luego de esta etapa, a 

medida que se acerca al estado de blastocisto (etapa post-compactación). El embrión en 

desarrollo presenta bajos niveles de biosíntesis, poca actividad respiratoria y una 

capacidad limitada para utilizar la Glucosa como fuente de energía (Brinster y Thompson, 

1996; Epstein y Smith, 1973). A su vez estas tres facetas se ven aumentadas a medida 

que se acerca más al estado de blastocisto. Estos cambios del metabolismo dictan que la 

estrategia a seguir para obtener embriones con alta capacidad de desarrollarse e 

implantarse es la de acomodar los medios de cultivo a las necesidades cambiantes 

durante su desarrollo hasta la etapa de blastocisto (Gardner y Lane, 1997). 

La Glucosa ha tomado un papel protagónico entre los conocimientos actuales 

sobre el metabolismo del embrión. Existe una tendencia a eliminar la Glucosa de los 

medios de cultivo embrionario que se basa en la premisa de que el embrión en etapa de 

segmentación parece utilizar aminoácidos y ácido carboxílico, más no la Glucosa como 
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fuente de energía (Leese, et al., 1991). Esta última puede incluso causar un freno en el 

desarrollo del embrión en etapa de desarrollo cuando se incluye en los medios de cultivo 

simples (Quinn, 1995), al disminuir su capacidad oxidativa. Además, parece ser que in 

vivo el ovocito y el cigoto están expuestos a un ambiente con muy baja concentración de 

Glucosa (Gardner, 1996). Con la activación del genoma embrionario, la actividad 

biosintética del embrión aumenta y por ende este requiere de Glucosa en ciertas etapas 

de la síntesis de ácidos nucléicos (Morgan y Faik, 1981; Reitzer, et al., 1980). Por esta 

razón aunque se ha logrado cultivar embriones hasta el estado de blastocisto en medios 

sin Glucosa (Quinn, 1995), estos son de menor calidad y viabilidad cuando se comparan 

con los cultivados en medios con Glucosa (Gardner y Lane, 1996).  

De la adición de aminoácidos a los medios de cultivo antes del estado de 8 células 

se asocia con una disminución en la viabilidad de los embriones de ratón. Sin embargo 

luego del estado de 8 células, los aminoácidos esenciales generan un aumento en el 

porcentaje de desarrollo de la masa celular interna. A su vez los aminoácidos no 

esenciales han demostrado tener un efecto acelerador del desarrollo, aumentando la 

viabilidad en los embriones en estado 8 células. Estos últimos se han relacionado con un 

efecto estimulador de la formación del blastocele y de la masa celular interna (Lane y 

Gardner, 1997).  

 

4.8.2 Acumlación de lípidos y su relación con el SFB. 

La presencia de lípidos intracelulares en ovocitos y embriones ha sido demostrada 

ampliamente (Diez et al., 1996; Dobrinsky et al., 1996). Los lípidos están presentes en los 

ovocitos y realizan diferentes funciones en el desarrollo embrionario (Mc Evoy et al., 

2000). Kim et al., (2001) demostraron que los lípidos desempeñan un importante papel 

para el almacenamiento de energía, en la estructura celular y modificando las 

propiedades metabolicas y biológicas de la membrana. Se han llevado a cabo diferentes 

investigaciones en diferentes especies domésticas para comprender el metabolismo de 

reserva de los lípidos y su uso en los ovocitos y embriones, ya que estos son un factor 

limitante durante la criopreservación (Diez et al., 1996; Dobrinsky et al., 1996; Mc Evoy et 

al., 2000).  

Se han realizado diferentes investigaciones para conocer el metabolismo, el tipo 

de lípido, las cantidades en ovocitos y embriones bovinos, porcinos (Ferguson y Leese, 

1999). Se ha demostrado que los embriones bovinos metabolizan proteínas, lípidos y 
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glicógeno desde el Cigoto hasta el estadio de Blastocisto (Partridge et al., 1996; 

Thompson et al., 1996). De los lípidos contenidos dentro de los embriones porcinos se ha 

visto que los más abundantes son los triglicéridos (Coull et al., 1997; Mc Evoy et al., 

2000). 

Embriones porcinos y bovinos han sido estudiados a través de Cromatografía de 

gases, para determinar la composición de ácidos grasos se ha confirmado la presencia 

abundante de Fosfolipidos y triglicéridos (Mc Evoy et al., 2000). 

Ferguson y Leese (1999) usando microscopía de fluorescencia cuantificaron el 

contenido de triglicéridos en ovocitos y embriones bovinos producidos in vitro en 

presencia o ausencia de suero fetal bovino (SFB) durante el cultivo in vitro. El contenido 

inicial de triglicéridos en los ovocitos inmaduros fue de 59±1.37 nmol/mg antes de la 

maduración comparado con 46±0.85 nmol/mg después de 24h de maduración in vitro con 

medio suplementado con SFB. Los embriones cultivados en presencia de SFB 

disminuyeron la cantidad  de triglicéridos 34±0.92 nmol/mg durante el estadio de 2 celulas 

pero la cantidad de triglicéridos aumentó en los estadios de 8 celulas, hasta blastocisto 

(62±1.14 nmol/mg). Sin embargo, embriones cultivados sin SFB en el medio no mostraron 

cambios en la concentración de triglicéridos (33± nmol/mg).  

La cantidad de Triglicéridos en los embriones producidos en ausencia de suero no 

varía si son comparados con aquellos obtenidos in vivo (33±0.70 ng). En contraste la 

cantidad de triglicéridos se ve aumentada a partir del estadio de 8 células cuando los 

embriones son cultivados en presencia de SFB, esta cantidad es prácticamente el doble 

cuando se compara con los embriones producidos en medios libres de suero. La 

disminución de triglicéridos durante la maduración y su posterior aumento cuando 

comienza el estadio de 8 células indica que estos juegan un papel metabólico en los 

ovocitos, lo que indica que son una fuente de energía durante el desarrollo embrionario 

(Isachenko et al., 1998). 

Los embriones desarrollados en un medio suplementado con suero, muestran 

diferencias morfológicas principalmente a la acumulación excesiva de gotas de lípidos 

intracelulares. Utilizando cromatografía de gases, Kim et al., (2001) evaluaron el 

contenido de lipídos y acidos grasos presentes en ovocitos bovinos inmaduros y 

madurados in vitro en presencia o ausencia de suero, encontrando que las 

concentraciones de triglicéridos varían, de esta forma se encontró que en presencia de 
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suero, la concentración de triglicéridos es mayor que cuando no se utiliza el SFB (36.6 vs 

27.7 pmol respectivamente). 

 

4.9. Diferencias de Ovocitos y embriones entre Razas. 

Durante mucho tiempo han sido reportadas diferencias en la eficiencia 

reproductiva entre ganado Bos indicus y Bos taurus (Abeygunawardena y Dematawewa, 

2004; Chenoweth et al., 1994). El periodo de gestación es mayor en hembras Brahman 

que hembras de razas europeas o continentales (292 vs 285 dias). Además los animales 

Bos indicus presentan un ciclo estral al inicio de la pubertad más corto y menos intenso 

que las hembras Bos taurus (Reynolds; 1963). Los porcentajes de preñez de embriones 

criopreservados también se ha visto que son diferentes entre razas Bos indicus y taurus. 

Estas observaciones al parecer están estrechamente relacionadas con el contenido de 

gotas lipídicas intracitoplasmáticas en los embionres. Seidel et al., (2006) demostraron 

que los embriones con gotas lipídicas grandes presentan una criotolerancia reducida 

desde el estadio de mórula.  

El manejo nutricional asi como las condiciones ambientales son los principales 

factores que controlan la reproducción en el ganado. El medio ambiente (temperatura, 

clima, humendad, alimentación) puede producir cambios en la función del ovario, lo que 

puede resultar en la alteración de los niveles circulantes de Triglicéridos y Colesterol 

(Adamiak, 2005). Los cambios metabólicos en el suero sanguíneo debido a los cambios 

ambientales, se ven reflejados en la composición bioquímica del fluido folicular, lo que 

afecta directa o indirectamente al ovocito (Leroy et al., 2004). 

Las dietas altas en energía aumentan las concentraciones de Colesterol y 

Triglicéridos en diferentes razas de bovinos (Leroy et al., 2004). Leroy et al., (2005) 

encontraron que los embriones provenientes de vacas Holstein en lactación son más 

obscuros que los embriones de vacas lactantes de raza Belgian Blue. Se ha visto que los 

embriones con apariencia más obscura presentan excesiva acumulación de lípidos 

citoplasmáticos (Abe et al., 1999; 2002). Leroy et al., (2004) encontraron que cuando se 

da el aumento de tamaño folicular (pequeño-grande) las concentraciones de Colesterol se 

ven aumentadas de igual forma pero las concentraciones de Triglicéridos disminuyen, lo 

cual está estrechamente relacionado con el contenido intracelular de lípidos en los 

ovocitos.  
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4.10. Determinación del contenido lipídico en ovocitos y embriones. 

El contenido de lípidos puede ser cuantificado a través de la utilización de 

diferentes metodologías. El entendimiento de los lípidos y su metabolismo en ovocitos y 

embriones puede ayudar a mejorar los procesos de criopreservación, lo cual ayudaría a 

obtener mejores porcentajes de preñez post descongelación. 

Diversas partículas procedentes de los fluidos y tejidos biológicos pueden ser 

separadas a través de la utilización de gradientes de densidad. Los medios para la 

separación por gradientes de densidad han sido desarrollados desde la década de 1960 

(Pertoft, 2000) y han sido utilizado en diferentes áreas de investigación.  

Se ha utilizado también la Cromatografía de Gases para la evaluación del 

contenido de lípidos presentes en ovocitos y embriones. Kim et al., (2001) analizaron el 

contenido de lípidos y su composición en ovocitos obtenidos in vivo e in vitro, en medios 

suplementados con suero y también en aquellos libres de suero (Mc Evoy et al., 2000, 

Ryuchi et al., 1999).  

También han sido utilizados ensayos enzimáticos para medir el contenido de 

Triglicéridos. Ferguson y Leese (1999), y Sturmey et al., (2003) evaluaron el contenido de 

Triglicéridos en ovocitos y embriones bovinos y porcinos usando microscopía de 

fluorescencia. Sin embargo este procedimiento es difícil de llevar a cabo. 

La composición ultraestructural de los lípidos en ovocitos y embriones también 

puede realizarse utilizando tinciones específicas. Tominaga et al., (2000) evaluaron la 

morfometría ultraestructural de las gotas lipídicas en cigotos, mórulas y blastocistos 

bovinos producidos in vivo, e in vitro usando microscopía electrónica de Transmisión 

después que los embriones fueron teñidos con Sudan Black. Kikuchi et al., (2002), 

evaluaron las características morfológicas de las gotas lipídicas en ovocitos porcinos 

durante la fertilización y desarrollo embrionario hasta su desarrollo a blastocisto 

procedentes de cultivos in vitro y obtenidos in vivo, utilizando la tinción de Azul de 

Toluidina y microscopía electrónica de transmisión (MET). La combinación de ciertas 

tinciones con el uso de la MET puede ayudar a determinar el tamaño, densidad de las 

gotas lipídicas intracelulares en los embriones. 

Ballard (2007) reportó la evaluación del contenido de lípidos intracelulares en 

ovocitos en etapa de MII, en ganado Bos indicus y Bos taurus, combinando la tinción de 

Rojo Nilo con una técnica de flotación en gradientes de densidad en Sacarosa. 
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V. MATERIAL Y METODOS. 

5.1. Selección de Donadoras. 

 Antes del sacrificio en el Frigorífico y Empacadora de Tabasco, se llevó a cabo la 

clasificación y selección de las vacas donadoras de ovocitos, tomando en cuenta las 

características fenotípicas en cada grupo racial que se resumen en el Cuadro 1 (Gasque-

Gómez, 2008). 
 
Cuadro 1. Características fenotípicas en ganado bovino de dos grupos raciales (Gasque-Gómez, 
2008). 

Atributos Tipo Cebuíno Tipo Europeo 

Apariencia Corpulentos, musculosos y sin grasa 
subcutánea. Esqueleto y huesos largos, 
finos 

Voluminosos, con abundante 
masa muscular y grasa. 
Esqueleto de huesos medios 
cortos y gruesos 

Temperamento Activo, vivaz Tranquilo, apático 

Conformación 
Cabeza Proporción mediana, larga, estrecha Proporcionalmente pequeña, 

corta y ancha 
Orejas Largas, aguzadas, móviles y/o pendulosas Cortas, no pendulosas 

Cuernos Grandes, fuertes excepto en Nelore Cortos, finos 

Cuello Mediano y largo Corto a mediano 

Linea Dorsal Cruz alta y dorlo lomo algo más bajo En una sola línea horizontal 

Tórax  Algo estrecho pero profundo y largo Amplio y con costillas bien 
arqueadas 

Pecho   Estrecho y profundo Ancho y profundo 

Espaldas No muy musculosas Musculosas 

Grupa  Ancha, corta e inclinada Amplia,horizontal 

Cuarto Posterior Musculoso Muy desarrollado 

Cola Implantada alta, larga, con forma de látigo Inserción a nivel, corta y 
gruesa 

Giba Implantada en la cruz o dorso, muy 
voluminosa 

Carece de giba 
 

Extremidades 
Miembros Largos de huesos finos Medios-cortos y de huesos 

gruesos 
Piel (cueros) Fino y de mayo área, formando pliegues 

colgantes en papada y prepucio 
Textura espesa, por lo general 
sin pigmentar, aunque algunas 
razas si la tienen pigmentada 

Pelaje Pelos cortos, finos, lacios, suaves Pelos realtivamentes largos, 
ondulados o cortos y ásperos 

Color  Piel negra y pelos blancos, grises, 
colorados o negros 

Piel rosada y en claros de 
pelos, en algunas razas 
negras 
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5.1.1. Obtención de ovarios. 

 Para realizar este trabajo se utilizaron ovarios de vacas y novillonas sexualmente 

maduras, de los grupos raciales Bos indicus (Bi), Bos taurus (Bt) y Bos indicus x Bos 

taurus (Bi x Bt), sin considerar su estado reproductivo, recién sacrificadas. Los ovarios se 

retiraron aproximadamente 10 min después del sacrificio y fueron transportados al 

Laboratorio de Fertilización in vitro de la empresa Brasuca in vitro ubicada en 

Villahermosa, Tabasco, México, en un período máximo de 2 hr, conservándolos a una 

temperatura de 25 a 28 ºC, en solución salina fisiológica (SSF) (NaCl 0.9% en agua 

destilada) adicionada con 100 UI por mililitro de antibióticos (Penicilina-Estreptomicina, 

P/E). En el laboratorio se lavaron dos veces con SSF a temperatura ambiente (20 a 25 

ºC). 

 

5.1.2 Colección de ovocitos. 

 Los ovocitos se obtuvieron a partir de folículos de 2 a 8 mm de diámetro utilizando 

el método de aspiración con jeringa hipodérmica de 10 ml y aguja hipodérmica de calibre 

18 (Becton, Dickinson and Company, México). 

 El líquido folicular obtenido de cada folículo aspirado se depositó en tubos cónicos 

de 50 ml (Sarstedt, Alemania) dejandose sedimentar durante 15 min. El botón resultante 

se depositó en una caja de petri (60 x 15mm) (Sarstedt, Alemania) y se realizó la 

búsqueda de los ovocitos bajo el microscopio estereoscópico (Olympus, 75x Japón), para 

evaluarlos morfológicamente dentro de una campana de flujo laminar (ESCO, Indonesia). 

Los ovocitos se seleccionaron para su cultivo, siguiendo los siguientes criterios:  

1. Aspecto citoplasmático del oocito (Blondin y Sirard, 1995): debe poseer un citoplasma 

granulado fino y uniforme, sin mostrar espacio perivitelino ni vacuolizaciones (Brackett y 

Zuelke, 1993).  

2. Aspecto y morfología del oocito y del cúmulo celular que lo rodea (De Loos, 1989).  

OOCITO GRADO 1 o Calidad 1: Excelente. Los oocitos son esféricos y simétricos, de 

tamaño, estructura, color y textura uniforme, ovoplasma homogéneo. Están rodeados de 

tres a cinco capas completas de células del cúmulo (complejo cúmulo-corona completo) 

(De Loos, 1989). 

OOCITO GRADO 2 o Calidad 2: Buena. Son oocitos esféricos y simétricos; de tamaño, 

color y textura uniforme, pero con pérdida parcial de las capas del cúmulo (complejo 

cúmulo-corona incompleto) (De Loos, 1989).  
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OOCITO GRADO 3 o Calidad 3: Regular. Los oocitos son esféricos y simétricos; de 

tamaño, color y estructura uniforme, pero solo con el recubrimiento de la corona radiada 

(De Loos, 1989). 

OOCITO GRADO 4 o Calidad 4: Mala. El complejo células del cúmulo-ovocito está 

totalmente degenerado, o bien los ovocitos se encuentran totalmente desnudos (De Loos, 

1989), es decir, que no presentan células del cúmulo. También pueden incluirse en esta 

clasificación como oocitos no viables a aquellos que presentan alteraciones dentro del 

citoplasma, tales como vacuolas o manchas obscuras.  

OOCITO EXPANDIDO (llamado atrésico en algunos laboratorios). Es un oocito recién 

colectado, cuyas células del cúmulo se encuentran expandidas y muy separadas entre sí, 

su complejo cúmulo-oocito se encuentra totalmente degenerado. Posiblemente proviene 

de un folículo maduro o de uno atrésico. 

Las condiciones ambientales utilizadas durante la incubación fueron: 

1. Mezcla gaseosa de 5 % de CO2 y 95 % de aire, durante la maduración, la 

fertilización y el desarrollo embrionario.  

2. La osmolaridad de los medios utilizados fue entre 270 y 290 mOsm (Gordon, 

1994).  

3. El pH de los medios dentro de la incubadora se mantuvo en el rango de 7.2 a 7.4, 

gracias a la concentración de 25 mM de NaHCO3 en los medios y a la concentración de 

5% de CO2 en la atmósfera de cultivo (Gordon, 1994).  

4. La temperatura a la que se que se cultivaron fue de 38.5 ºC (Gordon, 1994).  

 

5.1.3 Maduración de los ovocitos. 

 Se utilizaron para la fase de maduración solamente aquellos ovocitos de calidad 1 

a 3 de acuerdo a la clasificación de De Loos (1989). La maduración in vitro (MIV) de los 

ovocitos bovinos se hizo en forma aleatoria utilizando medio de maduración (TCM-199 

Gibco-BRL, NY, USA), adicionado con 0.5g/mL FSH (Pluset, Hertape-Calier, Brazil), 100 

IU/mL HCG (Intervet, Holland), 1.0 g/mL estradiol.además que fue suplementado con 

10% de tres diferentes fuentes proteicas: suero fetal bovino (SFB), suero de vaca en estro 

(SVE), substituto sintético de suero o (SR) (Serum Replacement, Gibco-BRL, NY, USA).  

 Las condiciones de cultivo a las que fueron sometidos los ovocitos en la 

incubadora fueron: 38.5 ºC, 5% de CO2 en 95% de aire y humedad a saturación, 
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conservando estas condiciones para la FIV y la División Embrionaria in vitro (DIV). 

Transcurrido el periodo de 22 a 24 h de maduración, los ovocitos se evaluaron en un 

microscopio estereoscópico, contabilizando la cantidad de ovocitos cuyas células del 

cúmulo mostraron expansión, para obtener así el porcentaje de ovocitos expandidos.  

La evaluación de los ovocitos madurados se hizo según lo reportado por Alm et al., 

(1998) en las siguientes categorías: 

1. COC completamente expandido (células del cúmulo y de la corona radiada 

completamente expandidas, ZP claramente visible;  

2. COC moderadamente expandido (células del cúmulo y de la corona radiada 

sueltas y la ZP no es claramente visible;  

3. Mala expansión de las células (células del cúmulo parcialmente densas y 

picnóticas);  

4. Sin expansión.  

 

5.1.4 Fertilización in vitro. 

 La fertilización se realizó en microgotas de 90 l de medio de FIV (Medio 

Modificado Tyrode) suplementado con 3 mg/ml de BSA, fracción V, libre de ácidos grasos 

(SIGMA A8022), piruvato (SIGMA P4562) y 0.05g/ml de gentamicina (SIGMA G1264) , 

cubiertas con aceite mineral. Transcurrido el periodo de 22 a 24 h de maduración, los 

ovocitos se evaluaron en un microscopio estereoscópico. Se colocaron como máximo 25 

ovocitos expandidos en cada gota conteniendo medio de fertilización. Los ovocitos fueron 

lavados en 2 gotas de 50 l medio FIV, y fueron transferidos a las cajas destinadas para 

la fertilización. Una vez depositados en las cajas de FIV (Corning, EUA) en gotas de 90 l 

de medio se llevó a cabo la descongelación del semen. Cada pajilla de semen de 0.5 ml 

se descongeló en baño maría a 35 ºC por 30 seg y bajo el microscopio de contraste de 

fases (Olympus, Japón) se analizó el porcentaje de motilidad espermática post-

descongelación. Entonces se lavó el semen por centrifugación en un tubo de 15 ml, con 2 

ml de medio Tris Buffered Medium. El tubo se centrifugó a 751 xG por 5 min; terminada la 

centrifugación se desechó el sobrenadante y se añadieron 2 ml de medio FIV 

suplementado con 0.03 mg/ml de Penicilamina e Hipotaurina para estimular la motilidad 

así como 0.03 mg/ml de Heparina para inducir la capacitación espermática; 
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posteriormente se llevó a cabo una segunda centrifugación durante 5 min a 751 xG. 

Terminada esta centrifugación, el botón celular obtenido se resuspendió en 30 l medio 

de fertilización. Después se realizó el conteo espermático de la muestra de semen, por 

medio de un hemocitómetro, un microscopio óptico 400 x (Olympus, Japón) y un contador 

de células (VWR-36934-12), para determinar la concentración espermática de la muestra 

obtenida. A continuación se calcularon la concentración y el volumen requeridos para 

realizar la FIV en cada gota de 90 μl de medio de fertilización.  

 Se agregaron 8 l de concentración final de espermatozoides diluidos en un 

volumen de 60 l en la que se encuentran aproximadamente 0.5x106 espermatozoides/ml. 

Los ovocitos y los espermatozoides se coincubaron durante un periodo de 18 a 24 h bajo 

las condiciones antes mencionadas.  

 

5.2. Desarrollo embrionario in vitro.  

Una vez transcurrido el período de fertilización, los ovocitos se lavaron tres veces 

en gotas de 50 l de SOF, removiendo la células cumulares de forma mecánica, mediante 

el pipeteo constante de los ovocitos de forma rápida tratando de eliminar la mayor parte 

de las mismas de esta manera, posteriormente se colocaron en gotas de 100l de SOF 

cubierto con aceite mineral, en cajas de petri de 35 x10 mm.  

Los cigotos fueron incubados en mismo  suplemento utilizado durante la MIV (SFB, 

SVE, SR). 

En cada gota se colocaron 25 probables cigotos en 100 μl de medio de desarrollo, 

suplementado con aminoácidos esenciales y no esenciales y 0.1% de P/E (Thompson et 

al., 1992). Los cigotos permanecieron en este medio durante 7 días, reemplazando la 

mitad del medio contenido en cada gota cada 48 h.  

Una vez transcurridos los 7 días se llevó a cabo la evaluación embrionaria con un 

microscopio estereoscópico a 80 x (Olympus, Japón), para evaluar el grado de desarrollo 

con base en el número de divisiones que alcanzaron los embriones producidos, así como 

el porcentaje total de embriones que se desarrollaron hasta alcanzar las etapas de 

mórula y blastocisto de cada grupo racial y por suplemento proteico. 
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5.2.1. Criterios para la evaluación de los embriones. 

Los embriones transferibles se separaron y se clasificaron de acuerdo a su 

desarrollo o estadio y a su calidad, de acuerdo a lineamientos internacionales (Dorn y 

Kraemer, 1987, IETS 1998). Los criterios que se tomaron en cuenta para la evaluación de 

los embriones son los siguientes: 

Estado de desarrollo de acuerdo a la edad del embrión. Los embriones colectados 

deben tener un estadio de desarrollo relacionado con el día en que fueron fertilizados; es 

decir, si se colectaron el día 0, las estructuras que se deben observar son mórulas 

compactas, blastocistos jóvenes y blastocistos maduros. 

Número de células. En los embriones muy jóvenes es importante contar sus 

blastómeros, ya que cuando tienen menos de 30 en el día 7, no son transferibles. Los 

transferibles son aquellos en los que la cuenta de blastómeros sea difícil, esto sin tomar 

en cuenta las características morfológicas del embrión. 

Compactación de células. Debe observarse una compactación de blastómeros de 

forma poligonal ya que esto permite la nutrición entre blastómeros y contribuye a la 

formación del blastocele. 

Color. Los embriones con excelente calidad son generalmente de color claro, los de 

buena calidad con un color más oscuro pero uniforme. Cuando hay manchas claras y 

oscuras esto es indicativo de problemas metabólicos. La presencia de vesículas puede 

ser normal, siempre y cuando no sean muy grandes y se encuentren en embriones con 

estadio de blastocisto temprano o maduro. 

Blastómeros extruidos. Son células que quedaron en una etapa temprana de 

desarrollo y se observan como células grandes fuera de la masa celular (entre la ZP o el 

espacio perivitelino y la masa celular). A mayor cantidad de blastómeros extruidos, menor 

será la calidad del embrión. 

Presencia de restos celulares en el espacio perivitelino. Esto indica que las 

membranas celulares se han roto, o que las células han degenerado. (Dorn y Kraemer, 

1987, IETS 1998). 

 

5.2.2. Evaluación morfológica de los embriones. 

De acuerdo a la evaluación de su morfología, los embriones se clasificaron en cuatro 

grupos diferentes, dependiendo de la calidad de los mismos y de esta forma cada embrión 
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recibió un número del 1 al 4, que indica su calidad. La clasificación morfológica se 

describe a continuación: 

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

85%), esférico, color claro, desarrollo adecuado a su edad, pocas vesículas, sin desechos 

celulares ni blastómeros extruidos.  

Calidad 2 = Bueno. El embrión es compacto o con una leve descompactación (por lo 

menos el 50% de las células deben estar intactas), poco irregular, color uniforme, 

desarrollo adecuado a su edad, presencia de pocas vesículas y blastómeros extruidos, 

pocos desechos celulares. 

Calidad 3 = Regular. Tienen una descompactación muy marcada (por lo menos el 

25% de las células deben estar intactas), desechos celulares, color oscuro o con zonas 

claras y oscuras, vesículas, blastómeros extruidos y masa pequeña. 

Calidad 4 = Malo o No Transferible. El embrión tiene una degeneración muy 

marcada, masa pequeña (menor al 25% de lo normal), color oscuro, descompactación, 

vesículas, irregularidades en los blastómeros. 

 

5.2.3. Evaluación embrionaria. 

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

el microscopio estereoscópico. Cada embrión recibió un número del 1 al 8, de acuerdo a 

su desarrollo individual, como se describe a continuación: 

1 = Ovulo;  

2 = Embrión de 2 a 16 células;  

3 = Mórula temprana; 

4 = Mórula compacta; 

5 = Blastocisto temprano;  

6 = Blastocisto maduro;  

7 = Blastocisto expandido; y  

8 = Blastocisto eclosionado. (Dorn y Kraemer, 1987, IETS 1998). 

 

5.3. Análisis Morfológico. 

Para detectar la presencia de los lípidos saturados e insaturados así como 

para conocer la calidad de los embriones y ovocitos producidos con los 3 diferentes 
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tratamientos y grupos raciales, se utilizaron las técnicas de fijación para microscopía de 

campo claro.  

 

5.3.1. Microscopía Electrónica. 

Una vez clasificados los embriones de acuerdo a su calidad, fueron 

procesados para Microscopía Electrónica de Transmisión (ME), procediendo a la fijación 

por inmersión en fijador de Karnovsky modificado a un pH de 7.4, con 2.5% de 

Glutaraldehído y 1% de Paraformaldehído (Karnovsky, 1965) manteniéndolos durante 60 

min; posteriormente fueron lavados en solución amortiguadora a base de cacodilato de 

sodio 0.1 M, pH 7.4, transportándolos al Instituto de Investigaciones Biomédicas de la 

Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). Posteriormente se llevó a cabo la 

post fijación con tetraóxido de osmio al 1 % durante 1.0 h. Después se realizó la 

deshidratación de las muestras en alcohol etílico a través en una serie de concentraciones 

ascendentes (70, 80, 90, 95 y 100%), permaneciendo por un lapso de 20 min en cada 

una, realizándose finalmente la infiltración en EPON 812 (Pelco Internacional, México), 

comenzando por colocar las muestras en acetonitrilo, con dos cambios de 20 min y 

después en diluciones de resina 1:1 (acetonitrilo en relación a EPON) y 2:1 cada una con 

un tiempo de 1.0 h, y después en EPON 812 puro donde permanecieron por 24 h a 

temperatura ambiente. Finalmente las muestras se incluyeron en EPON 812 en moldes y 

se polarizaron en una estufa a 60 ºC durante 24 h.  

Una vez terminado el proceso, se realizaron cortes semifinos (1 μm) de los 

ovocitos y embriones en el ultra micrótomo LKB (Leica, Australia) los cuales fueron 

teñidos con azul de Toluidina al 0.5% analizándose al microscopio de luz con la finalidad 

de determinar el grosor en el cual se deben de realizar los cortes finos. Posteriormente, se 

obtuvieron cortes finos (50-70 nm), contrastándolos con acetato de uranilo y citrato de 

plomo, los cuales fueron montados en rejillas de cobre de 100 mesh para su revisión 

ultraestructural en el ME (Jeol, Japón).  

 

5.3.2. Análisis de imágenes. 

 Se realizó la cuantificación de la presencia de gotas lipídicas presentes en el 

citoplasma de los embriones y ovocitos, utilizando como referencia la tonalidad presente 

en las imágenes por efecto del Tetraóxido de Osmio (OsO4) que reacciona con las gotas 

lipídicas citoplásmicas dependiendo de su nivel de saturación. Cuando se trata de lípidos 
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saturados, la reacción reductora del OsO4 es limitada o nula, quedando un espacio vacío 

donde se encontraba la gota lipídica; en este caso se observa un espacio de color blanco. 

La explicación es que al no reaccionar con el OsO4, los lípidos saturados son extraídos 

durante la deshidratación con etanol. En contraste, las gotas cuyo contenido es de lípidos 

no saturados, reaccionan y reducen el OsO4 formando un precipitado que reacciona con 

el azul de toluidina y da un color verde al microscopio de luz. Al ME, estas gotas son 

electrodensas, en tanto que las gotas lipidícas saturadas aparecen como cavidades 

(Bozzola y Russell, 1999).  

 Cada laminilla fue analizada mediante la observación en un microscopio de luz 

marca Zeiss Axiocop, equipado con una cámara AxioCamHRc (Zeiss, Alemania); las 

fotomicrografías fueron almacenadas con el Programa AxioVision v. 4.7.2.  

 Las imágenes digitalizadas, una de de cada muestra se utilizaron para la 

cuantificación de las gotas lipídicas, capturando uno o dos campos por imagen mediante 

la utilización de las herramientas de análisis de imágenes del programa ImageJ (versión 

1.46b, Wayne Rasband, NIH, USA). 

 

5.4 Análisis estadístico.  

El diseño experimental fue un factorial de 3 x 3 con seis replicas donde los factores a 

evaluar fueron: 1) Tres grupos raciales y 2) Tres suplementos proteicos. Los datos 

correspondientes al desarrollo embrionario fueron analizados mediante un Análisis de 

Varianza (SAS, 1998). Para comparar las diferencias entre medias, se utilizó una prueba 

de Tukey (0.05). Todos los análisis fueron realizados mediante el programa SAS (SAS, 

1998).  

Para evaluar la presencia de lípidos intracitoplasmáticos en los ovocitos y embriones, 

así como las diferencias entre los grupos raciales de los embriones producidos Bos 

indicus, Bos taurus, Bos indicus x Bos taurus en cada uno de los medios suplementados 

con pruebas no paramétricas (Kruskall Wallis), con un nivel de significancia estadística p < 

0.05, empleando el programa Statistica 5.0 versión 5 (Stats Soft, Reino Unido, 1997). 
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VI. RESULTADOS. 

 

6.1. Ovocitos madurados y fertilizados.  

Las proporciones de ovocitos madurados y fertilizados del presente trabajo no 

mostraron diferencias entre los tres suplementos (Cuadro 2). Durante el desarrollo in vitro, 

se observó una mayor producción de embriones en aquellos provenientes de los cultivos 

con SFB en comparación con la cantidad obtenida de SVE y SR. 

 
Cuadro 2. Ovocitos de bovino madurados y fertilizados in vitro y embriones divididos después de la 
adición de tres tipos de suplementos proteicos. 

Tipo de suero MIV FIV DIV 

SFB 94.7ª(1225/1294) 98.9ª(1211/1225) 91.5a(1108/1211) 
SVE 93.2ª(1215/1303) 99.1ª(1204/1215) 85.1b(1024/1204) 
SR 93.5ª(1238/1324) 98.0ª(1213/1238) 87.7b(1063/1213) 

SFB: Suero Fetal Bovino. SVE: Suero de Vaca en Estro. SR:Serum Replacement.  
MIV: Maduración in vitro. FIV: Fertilización in vitro. DIV: Desarrollo embrionario in vitro. 
a, b y c, literales distintas en la misma columna representan diferencias estadísticas (p < 0.05). 

 

6.1.2. Embriones producidos con tres diferentes suplementos proteicos.  

Del total de embriones producidos en los tres tratamientos (1462), el número de 

embriones obtenidos con cada suplemento fue diferente (Cuadro 3), observándose un 

mayor porcentaje de embriones obtenidos de los cultivos suplementados con SFB y SVE 

comparados con la cantidad obtenida del SR. 

 

Cuadro 3. Embriones bovinos producidos a partir de embriones que se dividieron, en medio Fluido 
Sintético de Oviducto (SOF) adicionado con tres suplementos proteicos. 
Tipo de 
Suero 

Embriones (%/n) Mórulas 
(%/n) 

Blastocistos (%/n) 

Iniciales Compactos Expandidos 

SFB  51.7a (573/1108) 14.7ª 
(84/573) 

24.1a 

(138/573) 
25.2a 

(207/573) 
36.1a 

(207/573) 

SVE 51.7a (529/1024) 12.3b 

(65/529) 
29.5b 

(156/529) 
30.0b 

(150/529) 
28.4b 

(150/529) 

SR 33.8b (360/1063) 18.1c 

(65/360) 
31.4b 

(113/360) 
28.3c (80/360) 22.2c (80/360) 

a, b y c, literales distintas en la misma columna representan diferencias estadísticas (p < 0.05). SFB: Suero Fetal Bovino. SVE: Suero de Vaca en Estro. 
SR: Serum Replacement. 
 

Los mayores porcentajes de embriones correspondieron a los producidos con 

suplemento SFB y SVE, siendo diferentes a aquellos producidos con SR (p<0.05). La 
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cantidad de embriones producidos fue diferente para cada tratamiento. Se obtuvo un 

mayor porcentaje de mórulas a partir de los ovocitos suplementados con SR, seguido por 

aquellos cultivados con SFB y siendo menor el del grupo de SVE (p<0.05). Esta cantidad 

fue diferente en lo que respecta a producción de blastocistos. El mayor porcentaje de 

embriones expandidos se presentó en el grupo SFB, seguida por los del grupo de SVE y 

los porcentajes menores fueron los del tratamiento SR (p<0.05). En el Cuadro 4 se puede 

observar la proporción de cigotos divididos in vitro (DIV). 

 

Cuadro 4. Ovocitos de tres tipos raciales bovinos madurados y fertilizados in vitro, y la resultante 
división embrionaria in vitro. 
Tipo 
racial 

Porcentaje de ovocitos 

 MIV (%/n) FIV (%/n) DIV (%/n) 
B. 
taurus 

 92.3a 

(1055/1143) 
96.7ª (1020/1055) 85.20ª (869/1020) 

B. 
indicus 

95.0b (1283/1351) 99.5b (1277/1283) 92.40b (1180/1277) 

B.t x B.i 93.9a (1340/1427) 99.3b (1331/1340) 86.10ª (1146/1331) 
SFB: Suero Fetal Bovino. SVE: Suero de Vaca en Estro. SR Serum Replacement. 
MIV: Maduración in vitro. FIV: Fertilización in vitro. DIV: Desarrollo embrionario in vitro. 
a, b y c, literales distintas en la misma columna representan diferencias estadísticas (p < 0.05). 

 

6.1.3. Porcentaje de embriones producidos a partir de los tres tipos raciales.  

Los tres grupos raciales tuvieron diferencias en la proporción de embriones. El 

mayor porcentaje de embriones producidos correspondió a Bos indicus, seguido de Bos 

indicus x Bos taurus y después de Bos taurus (p<0.05. Cuadro 5).  Asi mismo se 

obtuvieron diferencias entre el estadio embrionario de cada grupo racial, para los 

embriones producidos en el caso de las mórulas, en los tres grupos raciales hubo 

diferencia, obteniéndose un mayor porcentaje en los embriones producidos a partir de 

vacas Bos indicus y el menor porcentaje fue de las vacas Bos taurus. Para los 

blastocistos, hubo diferencias entre el grado de desarrollo de los mimos, en el caso de los 

blastocistos iniciales, hubo un mayor porcentaje de producción de las vacas Bos taurus x 

Bos indicus, comparado con los otros dos grupos raciales. En los blastocistos compactos 

hubo mayor porcentaje para los producidos de los grupos Bos indicus y la cruza de Bos 

indicus x Bos taurus, que los producidos de vacas Bos taurus. En el caso de los 

blastocistos expandidos el mayor porcentaje fue a partir de vacas Bos taurus habiendo 

diferencias estadísticamente significativas con aquellos producidos de Bos indicus y Bos 

inducus x Bos taurus que fueron menores. 
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Cuadro 5. Embriones de tres tipos raciales de bovino cultivados en Fluido Sintético de 
Oviducto durante 7 días. 

Tipo 
racial 

 

Embriones (%/n) Mórulas 
(%/n) 

Blastocistos (%/n) 
Inicial Compacto Expandido 

B. taurus 34.1ª    
(299/869) 

15.1a 

(45/299) 
23.4ª  (70/299) 22.7b   

(68/299) 
38.8ª 

(116/299) 
B. 
indicus 

50.8b  
(599/1180) 

16.5b 

(99/599) 
28.3b 

(170/599) 
29.1a 

(174/599) 
26.1b 

(156/599) 
B.t x B.i 42.2c  (564/1146) 12.4c 

(70/564) 
31.4c 

(167/564) 
28.7ª 

(162/564) 
29.2b 

(165/564) 
B. taurus: Bos taurus, B. indicus: Bos indicus, B.t x B.i.: Bos taurus x Bos indicus 

6.2. Evaluación de los ovocitos madurados in vitro por microscopía electrónica de 

transmisión.  

En la Figura 1 se observa un ovocito con las microvellosidades citoplásmicas y 

gránulos corticales en la superficie. Las gotas lipídicas son de diferentes diámetros y 

densidad variable. Por ME, las gotas o inclusiones lipídicas son de dos tipos: gotas 

grandes con contenido moderadamente electrodenso y relativamente pequeñas con nula 

electrodensidad y algunas partículas en su interior (Figuras 1A, B y D). Ambos tipos de 

gotas lipídicas pueden distinguirse de vesículas y vacuolas citoplásmicas por carecer de 

membrana plasmática en su superficie. Sin embargo, muchas de las gotas pequeñas y 

algunas de las grandes, aparecen rodeadas por cisternas de retículo endoplásmico liso 

(Figuras 1C y D). Las mitocondrias se encuentran en paquetes complejos asociadas con 

gotas lipídicas del tipo pequeño y otros organelos citoplásmicos (complejo de Golgi, 

retículo endoplásmico, vacuolas y lisosomas) (Figuras 1A y 2A). Los paquetes son 

irregulares en tamaño y distribución sin clara distinción cualitativa entre las tres razas y 

medios de incubación. Una vez establecidas sus características estructurales y 

distribución al microscopio electrónico, las gotas lipídicas fueron identificadas y 

cuantificadas con microscopía óptica de alta resolución en cortes semifinos teñidos con 

azul de toluidina. Ejemplos ilustrativos de las tres razas analizadas en medios de 

incubación con diversos suplementos se muestran en las Figuras 1B, 2B y 3. 
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Figura 1. Micrografías obtenidas por microscopía de luz y electrónicas de un ovocito de Bos 

taurus madurado en medio con Serum Replacement (SR) A. Micrografía electrónica 
mostrando parte del citoplasma cortical con microvellosidades (mv), gránulos corticales 
(gc), grandes gotas lipídicas (L) pequeñas gotas de lípidos (*). B. Imagen de un corte 
semifino teñido con azul de toluidina del mismo ovocito mostrado en la imagen A. Las 
flechas blancas señalan grupos de gotas lipídicas grandes. Paquetes de organelos con 
mitocondrias y gotas pequeñas de lípidos (*) aparecen distribuidos al azar en el 
citoplasma del ovocito. La zona pelúcida (zp) aparece intacta. C y D. Muestran 
micrografías electrónicas de mayor resolución correspondientes al ovocito de la imagen A. 
La mitocondrias con crestas escasas (mc) y cisternas de retículo endoplásmico (cabezas 
de flecha) en torno a gotas lipídicas (*) son evidentes. En la superficie del citoplasma 
pueden apreciarse microvellosidades (mv) y gránulos corticales (gc). Barras: A, C y D= 
1μm, B= 50m        
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Figura 2 Ovocito de Bos indicus incubado en medio complementado con SVE. A. 

Micrografía electrónica mostrando parte de un paquete de organelos con abundantes 
cisternas de retículo endoplásmico (re), mitocondrias (mc), lisosomas (li) y gotas lipídicas. 
Con frecuencia estas últimas coalescen formando gotas de mayor diámetro (*). B. Corte 
semifino teñido con azul de toluidina mostrando abundantes gotas lipídicas en tono 
verdoso (flechas). Barras: A=1μm, B= 50m        

 
 

 
Figura 3. Cortes semifinos teñidos con azul de toluidina de blastocistos de bovino 
diferenciados con diferentes complementos proteicos. A. Bos indicus desarrollado en 
medio suplementado con SR. B. Blastocisto derivado de la cruza Bos taurus con Bos 
indicus incubado en suero fetal bovino (SFB). Las flechas blancas indican 
agrupamientos de gotas lipídicas. Zona pelúcida (zp), masa celular interna (mci), 
blastocele (bc), trofoblasto mural (ct).  
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6.2.1. Cuantificación de lípidos.  

Se sometieron un total de 143 ovocitos y embriones a cuantificación de lípidos, de 

los cuales 67 fueron ovocitos y 76 embriones, lo que correspondió a un 43 y un 57% 

respectivamente. (Cuadro 6). 

 
Cuadro 6. Gotas de lípidos en ovocitos y embriones de bovino producidos in vitro en tres diferentes 
suplementos proteicos. 

Suplemento (Número de 
Estructuras) 

Gotas de Lípidos en Ovocitos Gotas de Lípidos en Embriones 

SFB (n=58) 367 ± 311a 74 ± 71a 
SVE (n=39) 243 ± 166b 21 ± 15b 
SR (n=46) 214 ± 132c 83 ± 71a 

SFB: Suero Fetal Bovino. SVE: Suero de Vaca en Estro. SR: Serum Replacement.  
Los valores son promedios ± Desviación Estándar DE. Valores con letras diferentes en columnas difieren significativamente (p < 0.05).  
 

Los ovocitos cultivados en SFB presentaron un mayor número de gotas lipídicas 

que los cultivados en SR y SVE (p<0.05). El menor número de gotas lipídicas en 

embriones correspondió a los cultivados con suplemento SVE, la diferencia del número de 

gotas de lípidos con respecto a los dos suplementos restantes fue significativa (p<0.05).  
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Se analizó de igual forma el efecto de los diferentes tipos de suplementos 

proteicos, sin importar la estructura biológica, observándose que la menor acumulación de 

lípidos se registró en aquellos embriones suplementados con SR, como se muestra en la 

Figura 4.  

 
Figura 4. Número de gotas lipídicas intracitoplasmáticas en ovocitos y embriones de 
bovino de tres tipos raciales cultivados con tres suplementos proteinicos.  

 
El menor promedio del total de gotas lipídicas intracitoplasmáticas de ovocitos lo 

mostraron las estructuras celulares procedentes del genotipo Bos indicus, siguiendo 

aquellos ovocitos del grupo Bos indicus x Bos taurus observándose mayor acumulación 

lipídica de aquellos ovocitos obtenidos de vacas Bos taurus. Con respecto a la 

acumulación de lípidos en los embriones cultivados, de igual forma se observó menor 

acumulación en aquellos procedentes de vacas Bos indicus, diferencias que fueron 

significativas (p < 0.05). Por el contrario, el mayor promedio de lípidos se registró en las 
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estructuras cultivadas procedentes de Bi x Bt, con diferencia significativa (p < 0.05) con 

respecto a los promedios de los lípidos de las estructuras cultivadas de las otros dos 

genotipos. No fue posible obtener muestra de embriones del grupo Bt (Cuadro 7).  

 
Cuadro 7. Gotas de lípidos en las estructuras biológicas de tres grupos raciales de ovocitos 
bovinos madurados in vitro. 

Grupo Racial Gotas de Lípidos  
en Ovocitos  

Gotas de Lípidos  
en Embriones 

 

Bos Taurus 318±247a (n= 21) - (n= 0) 

Bos indicus 229±211c (n= 25) 65±68b (n= 71) 

Bos indicus x Bos Taurus 243±166b (n= 25) 85±74a (n= 29) 

Los valores son promedios ± Desviación Estándar. Valores con letras diferentes en columnas difieren significativamente (p < 0.05).  

 

Al analizar los datos separando el grupo racial y suplemento utilizado para el caso 

del grupo racial de origen Cebú, se presentó una tendencia de mayor acumulación de 

gotas lipídicas en aquellos ovocitos suplementados con SFB, como se muestra en la 

Figura 5.  
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Figura 5. Cantidad de lípidos totales en ovocitos Bos indicus madurados in vitro.
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VII. DISCUSIÓN. 

El papel del SFB en la maduración y el posterior desarrollo in vitro de ovocitos de 

diferentes especies de mamíferos no ha sido completamente dilucidado, a pesar del 

amplio uso de este suplemento para la producción de embriones in vitro. Su composición 

hasta cierto punto es desconocida, la variabilidad en la misma como reflejo de la 

diversidad en su origen y los problemas derivados de su uso, tanto en ovocitos y 

embriones como en las crías resultantes han hecho que sea imprescindible el estudio 

detallado de su efecto sobre las diferentes estructuras celulares y sobre los diferentes 

aspectos que afectan la viabilidad y el éxito del desarrollo embrionario. Aunado a ello, la 

variabilidad que agrega a los sistemas de cultivo limita su uso en trabajos experimentales. 

Por lo anterior, la búsqueda de compuestos definidos que puedan sustituír el uso de SFB 

con resultados similares se ha convertido en una necesidad imperiosa. 

En el presente estudio se utilizaron 3 diferentes fuentes de proteínas (SFB, SVE, SR) 

durante el proceso de MIV y CIV, con la finalidad de identificar aquel suplemento que 

proporcionara a los embriones las mejores condiciones de cultivo, lo que se reflejaría en 

el número de embriones viables producidos y en menor acumulación de lípidos.  

Durante la maduración y fertilización in vitro, no existieron diferencias entre los 3 

suplementos, de forma tal que el porcentaje de ovocitos madurados y fertilizados fue 

similar. Estos resultados coinciden con los de varios autores (Duque et al., 2003; Mucci et 

al., 2006; More et al., 2007) quienes demostraron que es posible llevar a cabo la 

maduración y fertilización in vitro con fuentes proteicas diferentes al SFB y con resultados 

similares. Así mismo, coincide con los resultados de Sagirkaya et al. (2007), quienes no 

encontraron diferencias significativas en las etapas de MIV y FIV en su trabajo, al 

investigar la posibilidad de utilizar SR en lugar de SFB a niveles del 10%, durante la 

maduración y la fertilización de ovocitos bovinos. También es coincidente con la ausencia 

de diferencias de la MIV y FIV reportadas por Chauhan et al., (1998), al evaluar la 

maduración en la fertilización in vitro de ovocitos de búfalo y el posterior desarrollo del 

embrión en medio TCM-199 suplementado con 10% de SFB, o suero de búfala en estro, o 

suero de búfala superovulada. 

Sin embargo, durante el cultivo embrionario existieron diferencias en la producción de 

embriones dependiendo de la raza de origen de los ovarios, mostrando mejores 

porcentajes aquellos ovocitos procedentes de vacas Bos taurus x Bos indicus. Estos 
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resultados podrían atribuirse a las condiciones de adaptabilidad de los diferentes grupos 

raciales al medio ambiente, pero se recomienda llevar a cabo más estudios bajo 

condiciones controladas. 

En la división embrionaria, los resultados fueron similares entre la utilización del SFB, 

SVE y SR, lo que demuestra que es posible emplear de manera exitosa un suero sintético 

ya que éste produce resultados similares en cuanto al número de embriones producidos 

en día 7 a los obtenidos con SFB. Si se toma en cuenta que los sistemas tradicionales de 

cultivo incluyen la suplementación con sustancias proteicas y que en muchos de los casos 

no se conoce a fondo el contenido de las mismas, al no ser estos medios químicamente 

definidos, el desarrollo de un embrión durante el periodo posterior a la implantación puede 

estar afectado por las condiciones en las que fue cultivado, siendo estas probablemente 

las responsables del mayor volumen y peso fetal de los becerros obtenidos tras la 

transferencia de embriones producidos in vitro (Kruip y Den Daas 1997). En este sentido, 

se ha comprobado que la presencia de SFB en el medio de cultivo es uno de los factores 

que más influyen en el incremento del peso al nacimiento (Thompson et al., 1995). Otro 

hecho que condiciona la presencia de suero en el medio de cultivo es la resistencia de los 

embriones a la criopreservación, ya que los embriones cultivados en un medio libre de 

suero sobreviven en mayor medida a los efectos del choque por frío (Shamsuddin et al., 

1994; Massip et al., 1995). El suero es considerado un compuesto variable e indefinido 

(Gardner y Lane 1998), lo cual genera variaciones en la composición de los medios 

utilizados e interfiere con la reproducibilidad de los resultados obtenidos. Los resultados 

obtenidos en este trabajo demuestran que es posible llevar a cabo la suplementación del 

medio, en particular SOF, con un sustituto de suero sin embargo se reduce el numero de 

embriones producidos comparando con los resultados cuando se adiciona SFB al medio 

de desarrollo, reduciendo los efectos adversos que son atribuidos al SFB y que 

previamente han sido mencionados, como: excesiva producción de lactato; presencia de 

células oscuras y granuladas en la MCI (Bavister et al., 1992, Krisher et al., 1999); 

aumento de células apoptóticas (Byrne et al., 1999); menor síntesis proteica (Kuran et al., 

2001) y disminución de la relación células de la MCI: células trofoblásticas y del número 

de complejos de unión entre las células embrionarias (Shamsuddin y Rodríguez-Martínez 

1994); y la acumulación anormal de gotas lipídicas intracitoplasmáticas (Abe et al., 

1999a,b; Dorland et al., 1994; Shamsuddin y Rodríguez-Martínez 1994; Thompson et al., 

1995). Es importante mencionar que en los resultados de la evaluación embrionaria al día 
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7, se observó que existieron variaciones entre las razas estudiadas y el tipo de 

suplemento utilizado. Tal es el caso de la producción de embriones de Bos taurus: en 

mórulas, Blastocistos, Blastocistos expandidos se obtuvieron mejores respuestas en el 

medio suplementado con SR. Sin embargo, en los blastocistos los mejores resultados se 

obtuvieron cuando se utilizó SFB como suplemento, lo cual coincide con lo reportado por 

Pinyopummintr y Bavister (1994) y Thompson et al., (1998), quienes observaron que la 

adición de suero fetal a los medios de cultivo estimula el desarrollo de los blastocistos, así 

como la eclosión. 

En los embriones provenientes de vacas Bos indicus, los estadios de mórula, 

Blastocistos expandidos y Blastocistos, se comportaron de igual forma con la 

suplementación de SR, presentando los mejores resultados de producción. Sin embargo, 

en los Blastocistos expandidos hubo mayor producción que en aquellos suplementados 

con SFB. 

Se ha llevado a cabo la cuantificación de lípidos en ovocitos y embriones a través de 

métodos cuantitativos como la cromatografía de gas, sin embargo este tipo de 

metodología, requiere de equipos especiales y costosos además de muestras de 

alrededor de 1000 células (ovocitos o embriones); también se han cuantificado los lípidos 

mediante ensayos enzimáticos de microfluorescencia, que aunque su utilización es más 

accesible, de igual forma se necesitan alrededor de 100 ovocitos o embriones para poder 

llevarse a cabo (Barceló-Fimbres y Seidel, 2011). 

Es por esta razón que en el presente este trabajo se decidió utilizar las muestras 

obtenidas para microscopía de luz, evaluando los efectos obtenidos por las 

deshidrataciones del alcohol, en las cuales es posible observar los lípidos cuando quedan 

dentro de la gota, y aquellos que son extraídos por acción de los alcoholes. 

Se ha informado que el SR utilizado para este trabajo se encuentra totalmente libre 

de factores de crecimiento, citoquinas, hormonas, inmunoglobulinas y otras 

macromoléculas, por lo cual se asegura que los resultados pueden ser repetibles (More et 

al., 2007). Por otra parte, El SFB es  utilizado en la producción de embriones in vitro de 

forma rutinaria, sin embargo, existen informes que indican que es la causa de las 

alteraciones observadas en los embriones producidos con suero fetal (Sudano et al., 

2011). 

La razón por la cual se acumulan lípidos en el citoplasma aun es desconocida, sin 

embargo se cree que pueden ser resultado de dos procesos: primero, que el embrión es 



 

73 

 

capaz de absorber los lípidos del ambiente de cultivo, especialmente en los casos donde 

existe una buena fuente de lípidos, que podría ser el suero. Segundo, se postula que esta 

acumulación de lípidos es resultado de la falta de capacidad mitocondrial para metabolizar 

los complejos lipídicos a través de beta oxidación. En cualquiera de los casos, los lípidos 

representan un factor negativo para la sobrevivencia de los embriones, ya que estos son 

más susceptibles a los daños oxidativos así como presentan una baja tolerancia a los 

procesos de criopreservación (De la Torre-Sánchez, 2006).  

La acumulación de lípidos en ovocitos madurados y fertilizados en el presente 

trabajo mostraron diferencias entre los tres suplementos, siendo los ovocitos 

suplementados con SR los que obtuvieron la menor cantidad de gotas lipídicas, lo que 

coincide con lo reportado por Sudano et al. (2011), quien al eliminar la utilización de suero 

en el día 4, observó una disminución del contenido de lípidos en los embriones producidos 

observando también una mejora en la calidad de los embriones producidos. Diversos 

autores (Abe et al., 2002; Cho et al., 2001, 2002; Yamashita et al., 1999) demostraron que 

se obtienen mejores porcentajes de sobrevida poscriopreservación en embriones 

producidos en medios suplementados con BSA y libres de suero, independientemente del 

sistema de criopreservación empleado. Finalmente una mejora en la calidad de los 

embriones producidos permitiría obtener mejores porcentajes de gestación, 

principalmente por la transferencia de embriones criopreservados, posibilitando la 

aplicación comercial en gran escala de esta biotecnología.  

Es importante mencionar que este trabajo presenta resultados que favorecen la 

producción de embriones de razas Bos indicus y su cruza con Bos taurus, comparados 

con los resultados de las vacas Bos taurus, estos resultados podrían atribuirse a la 

adaptación de dichos animales al trópico, ya que si bien el procedimiento es realizado in 

vitro, los ovocitos son obtenidos in vivo y manipulados durante diversos procedimientos. 
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VIII. CONCLUSIONES. 

Con los resultados obtenidos puede concluirse que es posible suplementar el medio 

SOF con un sustituto sintético de suero que permite obtener resultados que aunque son 

menores a los que se tienen cuando se adiciona SFB al medio de desarrollo, permite 

producir embriones con menor acumulación de gotas lipídicas intracitoplasmáticas en los 

embriones cultivados in vitro. 

 

La menor cantidad de lípidos significa una mejora en la calidad de los embriones 

producidos in vitro, lo que sugiere la necesidad de llevar a cabo más estudios para 

criopreservar los embriones producidos con SR y posteriormente evaluar si al ser 

descongelados y transferirse son capaces de producir mejores porcentajes de gestación a 

fin de contribuir a la aplicación comercial y en gran escala de esta biotecnología. 

 

Este estudio demuestra que es posible llevar a cabo una cuantificación relativa de 

lípidos con las muestras obtenidas utilizando como referencia la tonalidad presente en las 

imágenes por efecto del Tetraóxido de Osmio OsO4 que reacciona con las gotas lipídicas 

citoplásmicas dependiendo de su nivel de saturación para microscopía de luz, evaluando 

los efectos obtenidos por las deshidrataciones del alcohol, en las cuales es posible 

observar los lípidos cuando quedan dentro de la gota, y aquellos que son extraídos por 

acción de los alcoholes, lo que brinda una nueva opción para analizar dichas estructuras 

en embriones y ovocitos bovinos y apartir de estos datos es posible inferir las diferencias 

en la acumulación de lípidos.  

 

Esta técnica puede ser utilizada como modelo para la cuantificación de lípidos en 

embriones y ovocitos de otras especies de animales domésticos.  
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IX. PERSPECTIVAS 

Para siguientes trabajos sería recomendable utilizar una tinción específica para 

cuantificación de lípidos, como Sudán Black o Rojo de Nilo. 

 

Para tener mayor conocimiento de los suplementos utilizados sería recomendable 

realizar el análisis de lípidos de cada uno de ellos para así conocer su composición. 

 

Sería importante también contar con un control de embriones producidos de forma 

convencional. 

 

Se propone evaluar la criotolerancia de embriones producidos con los diferentes 

suplementos. 
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APÉNDICE 1. 

PREPARACIÓN DE MEDIOS. 

 

 TALP Hepes 

Reactivo Final Mm Mg/500ml 
NaCL 114  3330 
KCl 3.2 120 
NaHCO3 2 84 
NaH2PO4H2O 0.34 23.8  
Hepes 10  1200 
Lactato de Sodio 10 930ul 
Rojo Fenol (0.5%) 1ul/ml  500ul  
CaCl22H2O* 2.0 150 
MgCl26H2O* 0.5 50 
*Adicionar al final 
Ajustar el  pH a 7.4 cerca del volumen final. 
Adicionar agua al volumen final apropiado. 
Verificar osmolaridad (265-285 mOSM). 

Filtrar dentro de una botella estéril, almacenar a 4 °C y preparar cada dos semanas. 

 

Medio de Maduración 

Medio TCM 199 

Marca  Reactivo Cantidad 

Gibco Medio 199 (Sales de Earle) 4500 ul 

 Suero Fetal Bovino           500 ul 

 Suero de Vaca en estro  500 ul 

 Serum Replacement ® 500ul 

Gibco Penicilina Estreptomicina 25 ul 

 

 

 

 

 

 

 

 

Medio de Fertilización (Medio de Tyrode-Lactato)  



 

118 

 

 
Compuesto  Final mM mg/100ml 
NaCl 114 666 
KCl 3.2 23.5 
NaHCO3 25.0 210.4 
NaH2PO4H2O 0.34 4.7 
Lactato de Sodio 10 186ul 
Rojo Fenol (.5%) 1ul/ml  100ul 
CaCl22H2O* 2.0 30 
MgCl26H2O* 0.5  10 
*Adicionar a lo último 
Verificar osmolaridad (280-300 mOSM). 

Filtrar en una botella estéril. 

Almacenar a 4 °C. 
pH : 7.2 
 

PENICILINA ESTREPTOMICINA (P/E) 
A. Ingredientes 
100 ml P/S solución (Gibco 15140-122) 
B. Equipo 
Baño Maria (35 °C) 
Pipetas de 10 ml (VWR) 
Tubos de 15 ml con tapa (VWR) 
Microtubos de 1.5 ml (USA Scientific) 
Tubos de Ensaye (VWR) 
Rack de microtubos (USA Scientific) 
C. Procedimiento 
1. Descongelar la botella hasta que los cristales de hielo desaparezcan. 
2. Transferir las alicuotas a los tubos deseados. 
3. Tapar y marcar el tubo con el  tipo de producto, número de lote y fecha. 
4. Registrar en el tubo el químico ó producto, número de lote, fecha de expiración y 
técnico. 
5. Almacenar a –20 °C. 
 

SOLUCION SALINA 0.9% 
A. Ingredientes 
0.9 gramos NaCl (Sigma) 
100 ml Embryos Tested Water (Sigma) 
B. Equipo 
Balanza  
Filtro de 150 ml (VWR) 
Frasco volumétrico de 100 ml (VWR) 
Pipeta desechable 25 ml (VWR) 
C. Procedimiento 
1. Pesar  0.9 mg de NaCl y transferir dentro de un matraz 0.100 ml  
2. Q.S. con agua con 100 ml volumen total. 
3. Esterilizar con el filtro y almacenar a temperatura ambiente de manera indefinida. 
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Solución PH PARA FIV 
A. Ingredientes. 
2.5 ml de Solución Stock de Penicilamina (2 mM) almacenar a -80 °C (SOP: FIV-Stocks) 
2.5 ml Solución Stock de  Hipotaurina (1 mM) almacenada a –80 °C (SOP: FIV-Stocks) 
4.0 ml de Solución salina al 0.9% (SOP: FIV Stocks) 
B. Equipo 
Pipeta desechable 5 ml (VWR) 
Jeringas 10 ml (Norm-Ject ) 
Filtro Acrodisc.2 u (Pets) 
Tubos de 15 ml con tapa (VWR) 
Microtubos 1.5 ml (USA Scientific) 
C. Procedimiento 
1. Adicionar los ingredientes antes mencionados. 
2. Filtrar con filtro de jeringa 
3. Alicuotar en volumen de 500 ul y almacenar a – 80 °C no más de 2-4 semanas. 
Descongelar brevemente antes de usar. 
 

SOLUCION STOCK DE HIPOTAURINA (1 mM)  
A. Ingredientes. 
1.09 mg Hipotaurina (Sigma) 
10 ml 0.9% Solución salina 
B. Equipo 
Balanza  
Tubos de 15 ml con tapa (VWR) 
Pipetas de 10 ml  (VWR) 

C. Procedimiento 
1. Mezclar los ingredientes antes mencionados. 
2. Alicuotar en volumen de 2.75 ml y congelar a – 80 °C por semanas. 
3. Es preferible usar solución fresca. 
 
PENICILAMINA (2 mM) 
 
A. Ingredientes. 
3 mg Penicilamina (Sigma) 
10 ml de solución salina al 0.9% (SOP: FIV-Stocks) 
B. Equipo 
(Ver Hipotaurina) 
C. Procedimiento 
1. Mezclar los ingredientes. 
2. Alicuotar en volumen de 2.75 ml y congelar a –80 °C durante 2-4 semanas. 
3. Usar solución fresca.  
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SOLUCION DE HEPARINA PARA FIV 
 
A. Ingredientes 

 
Heparina (Sigma) temperatura ambiente. 
0.9% Solución Salina (SOP: IVF-Stocks) 

 
B. Procedimiento 
 Adicionar 50 mg de Heparina a 100 ml de solución salina al  0.9% para una 
concentración final de 0.5 mg/ml. 
 

Medio de Fluido Sintético de Oviducto (SOF) 

NaCl 0.629 g 
KCl 0.0534 g 
KH2PO4 0.0162 g 
MgSO4 . 7H2O 0.0182 g 
Acido lactico 60 mL 
NaHCO3 0.21 g 
Phenol Red 200 mL 
Glutamina 0.02923 
Aminoácidos esenciales 100 mL 
Aminoácidos no esenciales 100 mL 
Myo-inositol 0.005 g 
Citrato de Sodio 0.001 g 
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