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RESUMEN  
El quitosan es un polímero derivado de la quitina, la que se encuentra 

distribuida ampliamente en la naturaleza, después de la celulosa es el polímero 

natural más abundante en la tierra, forma parte de la estructura de soporte de 

numerosos organismos vivos, tales como los artrópodos, los moluscos y los 

hongos La molécula Quitosán (QS) es un polímero natural no es tóxico, es 

biocompatible y biodegradable; estas propiedades hacen de QS un buen 

candidato para adicionarlo a los medios de cultivo de embriones in vitro. El 

objetivo de este estudio fue evaluar la maduración y la fertilización de ovocitos 

bovinos producidos in vitro, la calidad embrionaria y el número de células por 

embrión, al adicionar Quitosán a los medios de maduración y desarrollo 

embrionario. Se utilizaron 3204 ovocitos aspirados de folículos ováricos de 

vacas sacrificadas en rastro, en los siguientes experimentos: 1) adición de 

Quitosán a 50, 100 y 150 ppm (n=802) al medio de maduración in vitro para 

evaluar el efecto en la maduración de ovocitos, 2) adición de Quitosán a 50, 

100 y 150 ppm (n=1202) al medio de maduración in vitro para evaluar su efecto 

en el grado desarrollo embrionario, en la calidad y en el número de células 

embrionarias y 3) adición de Quitosán al Medio de Desarrollo in vitro a 50, 100 

y 150 ppm (n=1200): para evaluar el efecto en el grado desarrollo embrionario, 

en la calidad embrionaria y en el número de células totales. La adición de 

Quitosán en el medio de maduración mejoró significativamente (P <0.05) los 

porcentajes de segmentación embrionaria inicial en todas sus concentraciones, 

una concentración de 100 ppm en el medio de maduración mejoró 

significativamente (P <0.05) la producción de Blastocistos, la adición de 100 

ppm en el medio de desarrollo aumentó significativamente (P <0.05) el 

porcentaje de células promedio por embrión y se obtuvieron más Blastocistos 

que Mórulas, con respecto al grupo control. Concluyendo que la adición de 

Quitosán al medio de maduración in vitro no tiene ningún efecto sobre la 

maduración de los ovocitos, pero si aumento significativamente la 

segmentación embrionaria inicial en todas sus concentraciones, La 

concentración de 100 ppm en el medio de maduración aumentó el porcentaje 

de blastocistos y la concentración de 100 ppm en el medio de desarrollo 

aumentó el número de células totales por embrión. 



V 

Palabras clave: Quitosan, Maduracion in vitro, desarrollo in vitro, bovino. 



VI 

ABSTRACT 
Chitosan is a polymer derived from Chitin, which is highly distributed in nature. 

Chitosan is the most abundant natural polymer on earth after Cellulose, and it is 

part of the support structure of numerous living beings such as Arthropods, 

Mollusca, and Fungi. Chitosan (CS) molecule is a non-toxic natural polymer, 

biocompatible and biodegradable; these properties make the CS a good 

candidate for addition into in vitro embryo culture media. The objective of this 

study was to evaluate the maturation and fertilization of bovine oocytes 

produced in vitro, as well as the embryonic quality and the number of cells per 

embryo when adding Chitosan to the maturation and development media. 3204 

oocytes aspired from ovarian follicles of cows sacrificed in a slaughterhouse 

were used for the following experiments: 1) Addition of Chitosan at 50, 100 and 

150 ppm (n=802) into the in vitro maturation medium in order to evaluate the 

effect on the maturation of the oocytes, 2) addition of Chitosan at 50, 100 and 

150 ppm (n=1202) to the in vitro maturation medium to evaluate its effect on the 

degree of embryonic development, the quality of cells, and number of 

embryonic cells; and 3) addition of Chitosan to the in vitro Development Medium 

at 50, 100 and 150 ppm (n=1200) to evaluate the effect on the degree of 

embryonic development, the quality of cells, and the total number of cells. The 

addition of Chitosan into the maturation medium significantly improved (P 

<0.05) the percentage of initial embryonic segmentations at all concentrations, a 

concentration of 100 ppm in the maturation medium significantly improved (P 

<0.05) the production of blastocysts, the addition of 100 ppm into the 

development medium significantly raised (P <0.05) the percentage of average 

cells per embryo, and more Blastocysts than Morulae were obtained with 

respect to the control group. Finally, the addition of Chitosan into the in vitro 

maturation medium has no effect on the maturation of oocytes, but it does 

significantly augment the initial embryonic segmentation in all concentrations. 

The concentration of 100 ppm in the maturation medium raised the percentage 

of blastocysts, and the concentration of 100 ppm in the development medium 

raised the number of total cells per embryo.  

Keywords: Chitosan, In vitro maturation, in vitro development, bovine.  
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1. INTRODUCCIÓN 

La producción de embriones in vitro (PIV) es una técnica que hace posible que 

un óvulo no fertilizado se pueda madurar, fertilizar y desarrollar bajo 

condiciones de laboratorio, siendo posible la producción de grandes cantidades 

de embriones a un precio inferior al de su producción bajo condiciones in vivo 

(Havlicek et al., 2005). Aunque la producción de embriones in vitro permite la 

producción de grandes cantidades de embriones, tiene la desventaja de 

presentar problemas metodológicos, ya que las condiciones requeridas para la 

capacitación espermática, la maduración in vitro de ovocitos y el desarrollo 

embrionario preimplantación, difieren entre las diversas especies de mamíferos 

(Abe et al., 1999; Arlotto et al., 1996; Pfeifer et al., 2008). 

El proceso de PIV puede dividirse en tres pasos fundamentales, los cuales, 

independientemente del protocolo utilizado, en orden cronológico son: 

maduración in vitro (MIV), fecundación in vitro (FIV) y desarrollo in vitro (DIV) 

(Bavister, 1995; Brackett y Zuelke, 1983). Estos tres pasos, comprenden una 

compleja serie de procesos fisiológicos, muchos de los cuales son aún 

desconocidos, condicionando cada uno el éxito o el fracaso del siguiente 

(Pfeifer et al., 2008). Actualmente se desarrollan tres tipos de medios de cultivo: 

a) No definidos, que utilizan fluidos naturales extraídos de animales y/o cultivos 

celulares los cuales son muy variables en su composición; b) Definidos, son 

medios en los que se conoce completamente su composición ya que son 

totalmente sintéticos, con el inconveniente de que son de alto costo; c) Semi-

definidos, son medios que se elaboran con una combinación de fluidos 

naturales y otros elaborados sintéticamente (Abe y Hoshi, 2003; Bavister et al., 

1992; Cho et al., 2002; De La Torre-Sánchez et al., 2006). 

Para aumentar la eficiencia en el desarrollo embrionario in vitro, se han creado 

medios definidos, en los que el fluido folicular y el suero fetal bovino han sido 

eliminados como fuente de nutrimentos, debido a la complejidad de su 

composición y a la variabilidad que existe entre ellos, por lo que se han ido 

reemplazando por componentes como el alcohol polivinílico y suplementos 

como cisteína, glucosa, piruvato de sodio, factor de crecimiento epidérmico y 
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fluido sintético de oviducto. Con la adición de estos compuestos se han 

obtenido mejores resultados, pero aún no se han obtenido resultados similares 

a los producidos in vivo (Ali y Sirard, 2002; Donnay et al., 2004; De La Torre-

Sánchez et al., 2006). 

Aunque se ha progresado en este campo, hacen falta estudios sobre la 

producción de embriones utilizando moléculas o medios de composición 

definida, los cuales se están utilizando en otros tipos celulares in vivo, que 

tiendan a mejorar la calidad y cantidad de los embriones desarrollados in vitro. 

La molécula Quitosán (QS) es un polímero natural obtenido por desacetilación 

alcalina de la Quitina, no es tóxico, es biocompatible y biodegradable; estas 

propiedades hacen de QS un buen candidato para adicionarlo a los medios de 

cultivo de embriones in vitro. El QS se ha utilizado en embriones porcinos 

donde se ha visto una diferencia significativa en la maduración de ovocitos, 

incremento de mórulas, como material de soporte para la entrega de genes, 

cultivo celular y la ingeniería de tejidos, con este material se pueden formar 

películas, esponjas y termogeles que sirven como soporte para células y 

permiten su alimentación (García, 2014; Majeti y Ravi, 2000; Jayakumar et al., 

2010; Reese et al., 2007; Bueter et al., 2011; Thanou et al., 2001; Kean y 

Thanou, 2010). 

1.1 Planteamiento del problema 

La reproducción asistida en bovinos ofrece grandes oportunidades al sector 

ganadero para aumentar la cantidad de animales genéticamente superiores y 

mejorar la eficiencia reproductiva. Sin embargo, la calidad y la supervivencia de 

los embriones bovinos producidos in vitro ha sido inferior a la de los embriones 

recolectados in vivo. Aunque el 70-80 % de los ovocitos bovinos son fertilizados 

con éxito in vitro, los medios de cultivo juegan un papel clave en la división, la 

activación del genoma embrionario, la compactación, la diferenciación celular, 

así como la viabilidad fetal y el desarrollo (Moore et al., 2007). 

La producción in vitro de embriones bovinos sigue siendo un proceso 

ineficiente, mientras que durante la maduración y la fertilización se observa un 

desarrollo aparentemente normal, la proporción de embriones que alcanzan la 
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etapa transferible (Blastocisto) es raramente más de 40% (Lonergan y Fair, 

2008). 

Actualmente existen muchas fórmulas de medios para la producción de 

embriones bovinos in vitro, con mucha variación en los resultados entre sí. 

Diferentes grupos de investigación tienen sus propias fórmulas y medios para 

la producción de embriones, pero con algunos de estos no se logran obtener 

buenos resultados. Sin embargo en los últimos años se han desarrollado 

diferentes medios con la adición de diferentes compuestos y los resultados han 

producido buenos porcentajes de desarrollo embrionario (Block y Hansen, 

2007; Barceló-Fimbres y Seidel, 2007). 
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1.2 Hipótesis 

La suplementación de los medios de maduración y desarrollo con Quitosán 

aumentará el porcentaje de maduración in vitro de los ovocitos, el porcentaje 

de fertilización in vitro, mejorará los porcentajes de calidad embrionaria y 

aumentará el número total de células por embrión. 
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1.3 Objetivo General 

Evaluar la maduración y la fertilización de ovocitos bovinos producidos in vitro, 

la calidad embrionaria y el número de células por embrión, al adicionar 

Quitosán a diferentes concentraciones a los medios de maduración y desarrollo 

embrionario. 

1.3.1 Objetivos específicos  

 Evaluar el porcentaje de maduración de ovocitos bovinos al adicionar 

Quitosán a diferentes concentraciones en el medio de maduración, por 

medio de observación de la expansión de células del cúmulo y la 

evaluación de la maduración nuclear.  

 Evaluar el grado de desarrollo y calidad embrionaria al adicionar 

Quitosán en el medio de maduración de embriones, por medio de 

observación de la división celular, el grado de segmentación y la 

uniformidad de las células. 

 Evaluar la calidad embrionaria al adicionar Quitosán a diferentes 

concentraciones en el medio de desarrollo de embriones, por medio del 

conteo del número de células por embrión.  
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2 REVISIÓN DE LA LITERATURA 

2.1 Generalidades de la PIV de Embriones Bovinos 

El primer nacimiento de un bovino producido in vitro fue el 9 de junio de 1981 y 

fue reportado por Brackett et al., (1982), quienes comprobaron el éxito de la 

fertilización in vitro con ovocitos madurados in vivo; esto conllevó a que la 

técnica de fertilización in vitro (FIV) comenzara a ser reconocida mundialmente. 

Sin embargo, durante un tiempo su aplicación se vio restringida al nivel 

experimental. En la actualidad la FIV se está aplicando para mejorar el 

potencial reproductivo de las vacas donadoras y en algunas ocasiones 

sustituye a la producción de embriones in vivo que se realiza combinando las 

técnicas de superovulación y de colección no quirúrgica de embriones. Los 

datos estadísticos publicados por la IETS indican que en el año 2012 se 

obtuvieron un total de 1,143,119 embriones bovinos a nivel mundial, obtenidos 

mediante desarrollo in vivo y fecundación in vitro, de los cuales 443,533 fueron 

producidos por FIV, lo que representa el 38.8% del total de los embriones 

producidos (Perry, 2013). 

La utilización de la técnica de FIV para la producción de embriones bovinos ha 

permitido demostrar sus numerosas aplicaciones, entre las que destacan: 1. 

Aumentar el rendimiento de los programas de producción de embriones a partir 

de hembras de elevado valor genético, ya que este procedimiento permite 

obtener ovocitos en novillas de los seis meses de edad, y en vacas durante el 

primer trimestre de gestación y a partir de las 2-3 semanas del posparto 

(Brogliatti y Adams, 1996; Galli et al., 2003; Merton et al., 2009; Taneja et al., 

2000). 2. No interfiere con los ciclos productivos o reproductivos de la hembra 

donadora y además evita la necesidad de utilizar gonadotropinas. 3. Permite 

producir embriones a muy bajo costo, por lo que es factible transferir embriones 

de razas cárnicas en vacas de aptitud láctea no destinadas a la recría, o 

utilizarlos para tratar la infertilidad derivada de problemas de ovulación, 

fecundación o mortalidad embrionaria precoz (Viana et al., 2007). 4. Permite 

obtener descendientes de hembras de elevada calidad genética que deban ser 

sacrificadas por padecer enfermedades, infertilidad, por su avanzada edad o 
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durante los programas de erradicación de enfermedades infecciosas como 

Tuberculosis, Brucelosis, Leucosis, o Encefalopatía Espongiforme Bovina 

(Bovine Spongiform Encephalopathy o BSE por sus siglas en inglés) (Thibier, 

2011, Stringfellow y Seidel, 2000). 5. Permite el aprovechamiento de animales 

con determinadas formas de infertilidad, como machos con oligospermia 

severa, hembras con alteraciones estructurales o funcionales del tracto genital 

(Jo et al., 2014; Frattini et al., 2010). 6. Incrementa la eficacia de los 

procedimientos de selección, mediante la aplicación de técnicas de diagnóstico 

preimplantacional para identificar variantes alélicas de algunos genes de 

interés productivo (Mohan et al., 2002). 7. Facilita la utilización de semen 

sexado (Trigal et al., 2012). 

2.2 Producción de embriones bovinos in vitro 

2.2.1 Recolección de ovocitos 

La obtención de ovocitos para la producción de embriones bovinos se puede 

hacer de dos formas: una es la obtención de ovarios de vacas recién 

sacrificadas en el rastro y la otra es por medio del uso de aspiración guiada por 

ultrasonido en donadoras en vivo (OPU, siglas en inglés del término Ovum 

Pick-Up). La más utilizada para fines de investigación es a partir de ovarios de 

rastro, ya sea por medio de la disección del ovario o por la aspiración de 

folículos ováricos (Perry, 2013).  

Los ovarios tienes un gran número de folículos los cuales se encuentran en 

diferentes estados de desarrollo, pero durante la vida reproductiva del animal 

solo será utilizado un pequeño porcentaje de los ovocitos que se encuentran en 

dichos folículos. Con la aspiración de los folículos es posible recuperar los 

ovocitos e incluso aprovechar folículos no ovulatorios, que bajo condiciones 

fisiológicas se tornarían en folículos atrésicos. Usualmente solo se aspiran los 

folículos entre 2 y 8 milímetros de diámetro, ya que estos producen el tipo de 

ovocitos que tendrán los mejores porcentajes de desarrollo in vitro (Gordon y 

Lu, 1990). 
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Cuando se utilizan ovarios de vacas sacrificadas en rastro, el transporte al 

laboratorio debe de hacerse en Solución Salina Fisiológica o en PBS, con 

antibióticos, a temperatura ambiente. Algunos estudios que evaluaron el efecto 

del tiempo de conservación de los ovarios a una temperatura de 24-25 °C 

encontraron que no disminuía significativamente la viabilidad de los ovocitos 

obtenidos hasta un máximo de 11 h (Matsushita et al., 2004; Yang et al., 1998). 

2.2.2 Maduración in vitro  

La maduración in vitro (MIV) es el proceso por el que los ovocitos se extraen de 

los folículos del ovario son madurados en medio de cultivo en un laboratorio, 

simulando las condiciones que suceden en el folículo durante el proceso de 

desarrollo folicular in vivo, desde el reclutamiento de folículos antrales hasta la 

ovulación. El tiempo requerido en el bovino para la maduración in vitro se ha 

reportado entre 22 y 26 horas. Durante la MIV se reanudará la primera división 

meiótica, los ovocitos tienden a la extrusión del primer cuerpo polar entre 16 a 

24 h de iniciada la MIV (Staigmiller, 1988). La MIV es una parte integral de la 

producción de embriones y es el primer paso de la PIV. Edwards (1965), fue 

uno de los primeros en describir la maduración in vitro de ovocitos, obtuvo 

ovocitos maduros para la investigación sin tener que aplicar hormonas 

exógenas para estimular los ovarios. Su investigación incluyó ratones, ovejas, 

vacas, cerdas, perras, monos y ovocitos humanos. 

Actualmente se usan varios medios que se encuentran disponibles 

comercialmente, como base para la MIV, incluyendo TCM-199, medio SOF 

(fluido sintético de oviducto), KSOM (K + simplex optimizado), Ham F-12, MEM 

(medio esencial mínimo), DMEM (Dulbecco modificado medio de Eagle), entre 

otros. Los medios de cultivo para maduración consisten generalmente en una 

solución equilibrada de sal, una solución amortiguadora o tampón a base de 

Bicarbonato, aminoácidos, una fuente de energía y agua. Una función 

importante de las sales inorgánicas equilibradas es regular la osmolaridad del 

medio de cultivo (Wright Jr. y Bondioli, 1981). La presión osmótica reportada 

para medios de cultivo de embriones bovinos es de entre 265 a 300 mOsm 

(Rosenkrans, Jr. et al, 1993; Thompson, 1996). Estos iones inorgánicos 
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también juegan un papel en las rutas metabólicas y de señalización y siempre 

incluyen Sodio (Na +), Potasio (K +) y Calcio (Ca + 2) (Thompson, 1996). La 

función del amortiguador o tampón de bicarbonato es regular el pH en un 

entorno de CO2 al 5%, ya que los ovocitos se cultivan con Bicarbonato de 

Sodio a una concentración de 25 Mm, para mantener el pH entre 7.2 a 7.4, que 

es su pH fisiológico. La fuente de energía en los medios de maduración es 

típicamente el Piruvato de Sodio.  

Para ovocitos bovinos, el tipo más común de medio de maduración utilizado es 

un medio TCM-199 suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB), 

Penicilina y Estreptomicina, Piruvato de Sodio, Glutamina y FSH (Sirard et al., 

2007). Existen diferentes variaciones en los medios de cultivo donde pueden 

ser suplementados con diferentes componentes: fuentes de energía: Glucosa o 

Piruvato (De La Torre-Sánchez et al., 2006); fuentes proteicas: SFB y Albúmina 

Sérica Bovina (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 Markkula, 2002). 

Sin embargo, existen medios semi-definidos que son utilizados para eliminar el 

SFB de los medios ya que existen evidencias de que tiene efectos perjudiciales 

para el desarrollo embrionario y fetal (Young et al., 1998), sustituyéndolo con 

BSA, eliminando así muchos componentes potencialmente nocivos para los 

embriones, que van implícitos en el suero (Bavister, 1995). La Albúmina es una 

de las proteínas más abundantes del tracto reproductivo en los mamíferos y 

puede tener un papel nutritivo y protector durante el desarrollo del embrión 

post-compactación (Thompson, 2000). 

2.2.3 Fertilización in vitro  

La fecundación comprende una serie de procesos donde ocurre la unión del 

ovocito y del espermatozoide, activándose la segunda división meiótica del 

ovocito, la restauración del número cromosómico y la formación del genoma de 

un nuevo individuo (Hyttel et al., 2010). 
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Para que se lleve a cabo la FIV es esencial que los medios se suplementen con 

compuestos que favorezcan la fertilización, como: Glucosaminoglicanos, 

Cafeína, Factores de Motilidad Espermática, Células de la Granulosa, Células 

del Cumulus, entre otros (Birler, 1996). En la especie bovina, la capacitación 

espermática se ve favorecida por la incorporación de Heparina al medio 

(Gordon, 1994). En bovinos, para lograr resultados óptimos es necesario 

ajustar la concentración de Heparina y el número de espermatozoides para 

cada eyaculado concreto (Lu y Seidel, 2004). La Heparina ha demostrado ser 

el Glicosaminoglicano más potente en inducir la Reacción Acrosómica en 

espermatozoides de toro (Parrish et al., 1986). Otra función de la Heparina es 

desplazar las proteínas decapacitantes de la membrana plasmática y estimular 

la apertura de los canales de Calcio. También se utiliza la combinación de 

Penicilamina, Hipotaurina y Epinefrina (PHE) para estimular la motilidad 

espermática (Gordon y Lu, 1990). 

Para realizar la fertilización se requiere que los ovocitos sean previamente 

madurados y los espermatozoides capacitados. En condiciones in vivo la 

capacitación espermática se adquieren durante el paso de los espermatozoides 

a lo largo del tracto reproductivo de la hembra (Arena-Rios et al., 2010). 

Algunos de los cambios que ocurren en la Capacitación Espermática son: 

aumento en la permeabilidad de la membrana, decremento en la relación 

colesterol:fosfolípidos en la membrana, aumento del Ca+2 intracelular y de 

Na/K, generación de Oxígeno reactivo y fosforilización de la tirosina de las 

proteínas (Rodríguez-Almeida et al., 2008). Sin embargo, en condiciones in 

vitro se requiere inducir la capacitación de los espermatozoides antes de 

realizar la FIV.  

Para preparar semen congelado para la FIV se requiere realizar uno o más 

lavados del semen recién salido de la pajilla, con el fin de retirar el diluyente y 

los crioprotectores, además de separar los espermatozoides con motilidad de 

los que no la tienen y consecuentemente ayudar a iniciar la Capacitación 

Espermática (Gardón et al., 2001). Para esto se utilizan principalmente dos 

procedimientos, el de gradientes de Percoll y el Swim-up. El primero se basa 

en la realización de un lavado por centrifugación a través de dos gradientes de 
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concentración (45 y 90 %), y el segundo en periodos de incubación en los 

cuales los espermatozoides capacitados de dirigen hacia la superficie del 

medio, la parte superior del medio se centrifuga y se obtiene un botón o pellet 

de espermatozoides que se utiliza para la fertilización (Wani, 2002). Finalmente 

se procede a ajustar la concentración espermática para la FIV a 0.5 a 1 millón 

de espermatozoides por mililitro (Gordon y Lu, 1990). Para lograr un buen 

porcentaje de fertilización se co-incuban los espermatozoides con los ovocitos 

por 18 a 24 horas después de la maduración (Gordon, 1994). Cuando se 

observan los 2 cuerpos polares dentro del gameto femenino quiere decir que se 

llevó a cabo la fertilización. 

2.2.4 Desarrollo in vitro 
Los presuntos cigotos obtenidos de la FIV son cambiados del medio de 

fertilización a un medio de cultivo embrionario donde los embriones continúan 

su división celular a 8, 16 y 32 células, hasta llegar a Mórulas y Blastocistos. Al 

llegar a estos estadios, los embriones pueden ser transferidos a vacas 

receptoras (en fresco), o bien pueden ser congelados o vitrificados para su 

posterior uso. Durante esta etapa en el medio de cultivo destaca la presencia 

de diversas fuentes de energía, como la Glucosa, así como de aminoácidos 

esenciales y no esenciales (Long et al., 2003; Russell et al., 2006). 

Los embriones bovinos pueden ser cultivados en medios químicamente 

definidos, o en medios indefinidos. Un medio definido contiene cuatro 

componentes básicos: sales inorgánicas, aminoácidos, vitaminas y una fuente 

de energía a una concentración conocida (Lane et al., 2003). En contraste, el 

medio indefinido contiene cualquier fluido biológico donde la composición y los 

componentes pueden variar considerablemente. En estudios de cultivo de 

embriones se han utilizado en los medios indefinidos diferentes fluidos como 

plasma sanguíneo, suero sanguíneo, fluido folicular y extractos huevos de 

pollo. Las condiciones básicas de cultivo tales como los medios de cultivo, el 

pH, la osmolaridad, la atmósfera gaseosa y la temperatura pueden influenciar 

el desarrollo embrionario in vitro. Sin embargo, estos medios todavía necesitan 

ser mejorados sensiblemente, puesto que el cultivo de los embriones 
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producidos in vitro en el interior del oviducto incrementa notablemente la 

calidad de los mismos (Gordon, 1994). 

Varios investigadores han reportado que algunos embriones bovinos cultivados 

in vitro no desarrollan más allá de la etapa de 8 a 16 células, esta observación 

sugiere que existe un bloqueo en el desarrollo in vitro en esta etapa celular 

(Thibault, 1966; Wright y Bondoli, 1981; Camous et al., 1984; Heyman et al., 

1987). El bovino no es la única especie en la que se ha descubierto este 

bloqueo del desarrollo in vitro, ha sido descrito en la etapa de 2 células en 

embriones de ratón (Cole y Paul, 1965), en el Hámster en etapa de 4 células 

(Yanagimachi y Chang, 1964) y en la etapa de 8 a 16 células en embriones de 

cerdas (David y Day, 1978) y de ovinos (Wright y Bondioli, 1981).  

2.3 Ambiente físico-químico del embrión 
El ambiente físico-químico se debe mantener lo más cercano posible al 

ambiente uterino, ya que los embriones no toleran grandes cambios en ambos 

ambientes. Menezo y Khatchadourian (1991) y Palasz (1996) coinciden en que 

los parámetros físico-químicos más importantes a controlar en los medios de 

cultivo embrionario son los siguientes: 

La fase gaseosa es de vital importancia en la producción in vitro de embriones, 

por lo que se han utilizado diferentes combinaciones de gases, ya sea 5% de 

Bióxido de carbono (CO2) en aire, o 5% de CO2, 5% de Oxígeno (O2) y 90% de 

Nitrógeno (N2), utilizando un máximo de humedad relativa para prevenir la 

evaporación del medio. La más utilizada por ser las condiciones más similares 

a las registradas en el oviducto de algunas hembras mamíferas está 

compuesta por 5% CO2 en aire para la MIV y la FIV, y 5% O2, 90% N2 y 5% 

CO2 para el desarrollo embrionario. Wang et al., (1992), evaluaron el efecto de 

diferentes niveles de Oxígeno y CO2 en el desarrollo de embriones bovinos, 

encontrando que en atmósferas de 10% de CO2 en aire; 5% de CO2, 5% de O2, 

90% de N2; y 5% de CO2, 10% de O2, 85% de N2, en los dos últimos 

tratamientos no se tuvieron ventajas sobre la mezcla convencional de 5% de 

CO2 en aire. Varios autores sugieren que cuando se utiliza la mezcla de gas 

5% de CO2, 5% de O2, y 90% de N2 sus resultados son mejores que con la 
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combinación 5% de CO2 en 95% de aire (Tervit et al., 1972; Takeda, 1987; 

William y Shapiro, 1990). 

La osmolaridad de los medios de cultivo debe de asemejarse a las secreciones 

uterinas, la osmolaridad óptima del medio debe de ser 280 ± 20 miliosmoles 

(mOsm). Los ovocitos y embriones sufren contracciones y expansiones 

rápidas, la membrana de los ovocitos y células embrionarias del bovino 

aparentemente es muy flexible, ocasionando que los embriones sufran una 

rápida contracción y expansión como resultado de ligeros cambios en la 

concentración de sales de los medios. Si la osmolaridad del medio es menor a 

la del ambiente uterino, el embrión absorberá agua y se hinchará hasta perder 

la integridad de su membrana, y al contrario, si la osmolaridad es mayor, el 

embrión perderá agua hasta encogerse, con la pérdida de la viabilidad 

embrionaria (Wright y Bondioli, 1981; Liu y Foote, 1996; Wirtu et al., 2003; Baltz 

y Tartia, 2010). Sin embargo, Duque et al., (2003) reportó que con una 

osmolaridad de 245 mOsm favorecía el desarrollo embrionario (P <0.01). 

El pH del medio es un parámetro importante para asegurar la viabilidad y el 

desarrollo embrionario, el óptimo está entre 7.2 y 7.4. En general, algunos 

medios usan como marcador el Rojo Fenol, que indica por su color el pH 

aproximado: amarillo es ácido, rojo-naranja neutro y rojo magenta es alcalino 

(Bindal et al., 1988). Existen dos sistemas de tampones o amortiguadores: 

Bicarbonato de Sodio y HEPES. Con el Bicarbonato se nivela el pH del cultivo 

que se acidifica por la liberación de CO2. El HEPES no requiere una atmósfera 

enriquecida con CO2, pero el pH varía con la temperatura (Fisk y Pathak, 

1969). El pH de los medio de cultivo puede ser ajustado con soluciones diluidas 

de Hidróxido de Sodio, o de Ácido Clorhídrico. 

Los ovocitos y los embriones son homeotermos, por lo cual deben tener una 

temperatura similar a la del ambiente uterino y sin fluctuaciones importantes, 

para asegurar un buen desarrollo. Wang et al., (1991) demostraron que la 

temperatura óptima para la maduración in vitro de los embriones es de 38 a 

39°C, mientras que para la FIV y el desarrollo in vitro la temperatura óptima es 

de 39°C. Diferentes estudios han demostrado que exponer embriones de 8 
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células de diferentes razas bovinas (Angus, Holstein, Brahman, Senepol, 

Romosinuano) por 6 horas a una temperatura de 41°C tiene efectos 

perjudiciales (P<0.001) (Paula-Lopes et al., 2003; Hernández-Cerón et al., 

2004). 

2.4 Técnicas de evaluación embrionaria 
Existen varias técnicas o formas de evaluar los embriones bovinos, la más 

utilizada es la evaluación morfológica bajo un microscopio estereoscópico, que 

consta de la observación del desarrollo embrionario o edad embrionaria y la 

evaluación de la calidad, las cuales se realizan de manera visual. El desarrollo 

embrionario se clasifica en una escala de 1 a 8 observando el grado de división 

celular. Para la evaluación de la calidad se observan las células, las cuales 

deben ser claras, de contorno y tamaño regular, siendo la opacidad signo de 

degeneración (Stringfellow y Seidel, 2000). Los grados de desarrollo y calidad 

son una estimación subjetiva de la predicción sobre la sobrevivencia 

embrionaria y la posible gestación y nacimiento de una cría.  

Actualmente en investigación se utilizan diferentes criterios para la evaluación 

de embriones, como el conteo y distribución células embrionarias, incidencia de 

células con apoptosis, cantidad de lípidos, expresión de genes específicos, la 

coloración de los blastómeros y la criotolerancia (Sugimura et al., 2012). 

2.5 Quitosán 

El QS es un polímero derivado de la Quitina, la que se encuentra distribuida 

ampliamente en la naturaleza, después de la Celulosa es el polímero natural 

más abundante en la tierra, forma parte de la estructura de soporte de 

numerosos organismos vivos, tales como los Artrópodos (crustáceos e 

insectos), los Moluscos y los Hongos (Austin et al., 1981). Particularmente, los 

exoesqueletos de Camarón contienen una alta concentración de Quitina. El QS 

se obtiene por modificación química de la Quitina, la cual es tratada con una 

solución alcalina concentrada y caliente, el polímero que se obtiene posee 

ciertas características químicas y físicas de gran interés industrial (Pillai et al., 

2009). 
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La Quitina es altamente hidrofóbica, es insoluble en agua y en la mayoría de 

los solventes orgánicos, es soluble en hexafluoroisopropanol, y la 

hexafluoroacetona en conjugación con soluciones acuosas de ácido mineral y 

dimetilacetamida que contienen cloruro de litio al 5%. El QS es soluble en 

diluyentes ácidos como el Ácido Acético y el Ácido Fórmico. La fuente y el 

método utilizado para su obtención determinan la composición de las cadenas 

de QS y su tamaño. Por esto, el grado de desacetilación (GDA) y el peso 

molecular (PM) promedio son dos parámetros de fundamental conocimiento 

para la caracterización de este polímero, el GDA tiene un efecto sorprendente 

sobre la solubilidad de la Quitina y las propiedades de la solución. La Quitina 

tiene un grado de acetilación típicamente de 90%, mientras que el del QS es 

menor al 35%, haciéndolo más soluble, y su PM está dado por el grado de 

acetilación del polímero. La conversión de Quitina en QS disminuye el PM, 

cambia el GDA y por lo tanto altera la distribución de carga (Chae et al., 2005). 

El QS también puede ser manipulado para preparar soluciones viscosas 

controladas como geles, películas, membranas, micro-esferas y nanopartículas 

(Pillai et al., 2009). 

Durante las últimas décadas, el QS ha recibido cada vez más atención por sus 

aplicaciones comerciales, esto debido a la biodegradabilidad, biocompatibilidad 

y nula citotoxicidad cuando se utiliza en modelos animales y humanos (Kean y 

Thanou, 2010; Jayakumar et al., 2010). El QS se ha podido utilizar en 

diferentes áreas como: cultivo de células, inmunología, hemostasia y 

cicatrización de heridas, regeneración de tejidos, control del colesterol en 

sangre, transporte de fármacos, antioxidante, antimicrobiano, terapia génica, 

tecnología de los alimentos, agricultura, bionanotecnología, condensador y 

electrolitos, eliminación de metales pesados y otros contaminantes, materiales 

o compuestos inteligentes, producción de energía y analgesia (Majeti y Ravi, 

2000; Jayakumar et al., 2010; Reese et al., 2007; Bueter et al., 2011; Thanou et 

al., 2001; Vázquez et al., 2007; Benavides-Mendoza et al., 2004). 
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2.5.1 Estructura química 

Con respecto a su estructura química, la Quitina y el QS se muestran en la 

Figura 1, y poseen una estructura química similar. La Quitina es un polisacárido 

lineal de β-(1-4) N-acetil-D-glucosamina mientras que el QS se obtiene 

mediante la eliminación de grupos acetilo (COCH3) para que la molécula sea 

soluble formando un polisacárido lineal compuesto de cadenas de β-(1-4) D-

glucosamina y N-acetil-D-glucosamina distribuidas aleatoriamente (Figura 2). 

Este proceso se llama desacetilación. La diferencia real entre la Quitina y el QS 

es el contenido de acetilo del polímero. El QS que tiene un grupo amino libre es 

el derivado más útil de la Quitina (No y Meyers, 1992). En el estado sólido, el 

QS es un polímero semi-cristalino. Su morfología se ha investigado y en la 

literatura se mencionan muchos polimorfos (Cartier et al., 1990; Kubota y 

Eguchi, 1997). Las principales investigaciones de QS se refieren a su 

preparación con pesos moleculares variados y DA de la Quitina, la 

dependencia de sus propiedades de la solución en la DA, la preparación de 

derivados y sus aplicaciones (Chae et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructuras del Quitosán y de la Quitina. 
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Figura 2. Estructura química de N-Acetil-D-Glucosamina y de D-Glucosamina. 

2.5.2 Solubilidad 
Las propiedades de solubilidad del QS dependen tanto de su GD media, de la 

distribución de los grupos acetilo a lo largo de la cadena principal y de su PM. 

Mientras que la Quitina es insoluble en la mayoría de los disolventes orgánicos, 

el QS es fácilmente soluble en soluciones ácidas diluidas por debajo de un pH 

de 6.0. Algunos ácidos orgánicos tales como el Acético, el Fórmico y el Láctico 

se utilizan para disolver el QS (Kubota y Eguchi, 1997; Pillai et al., 2009) 

La solubilidad es un parámetro muy difícil de controlar, se relaciona con la 

GDA, la concentración iónica, el pH, la naturaleza del ácido utilizado para la 

protonación y la distribución de los grupos acetilo a lo largo de la cadena, así 

como las condiciones de aislamiento y el secado del polisacárido. También es 

importante tener en cuenta los enlaces de H dentro de la cadena que participen 

en los grupos hidroxilo. Además, la solubilidad a pH neutro también se ha 

estudiado para el QS, con GDA alrededor del 50% (Delben et al., 1994; Aiba, 

1991). 

2.5.3 Peso molecular 
El QS es un biopolímero de alto PM. Al igual que su composición, el PM del QS 

varía con las fuentes de materia prima y el método de obtención. El PM de la 

Quitina es por lo general mayor de 1000 kilo Daltones (kDa), mientras que los 

N-Acetil-D-Glucosamina                                D-Glucosamina 
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productos comerciales de QS tienen un rango de PM de 60 a 200 kDa (Sigma 

Aldrich®; Li et al., 1992.). En general, algunos métodos enzimáticos, físico-

químicos, la radiación con microondas y tratamientos termo-mecánicos pueden 

causar la degradación de la Quitina a QS. El PM del QS se puede determinar 

por métodos tales como la cromatografía, dispersión de la luz y viscosimetría 

(Bough et al., 1978; Maghami y Roberts, 1988; Vila et al., 2004). 

2.5.4 Grado de desacetilación 
Cuando el GDA de la Quitina llega a alrededor de 50 %, se convierte en soluble 

en medios ácidos acuosos y se llama QS. En general, tanto la velocidad y el 

grado de biodegradabilidad de QS en organismos vivos dependen del GDA 

(Rinaudo, 2006; Vila et al., 2004). 

En el estudio de Minagawa et al., (2007) se evaluaron los efectos de la Quitina 

y el QS con diferente PM y GDA en la cicatrización de heridas, mediante el uso 

de un modelo de herida de incisión lineal en ratas. Se observó mayor 

resistencia a la ruptura con QS y con Quitina de mayor desacetilación y menor 

PM y además se encontró que estos materiales inducen la activación de un 

sistema de complemento de células polimorfonucleares, fibroblastos y células 

endoteliales vasculares. 

2.5.5 Propiedades biológicas 

2.5.5.1 Biodegradabilidad 
El QS puede ser degradado por enzimas que hidrolizan la D-glucosamina-D-

glucosamina, D-glucosamina-N-acetil-D-glucosamina y el vínculo N-acetil-D-

glucosamina-N-acetil-D-glucosamina. Se piensa que el QS es degradado en los 

vertebrados, predominantemente por la lisozima y por las enzimas bacterianas 

en el colon. Se han identificado ocho quitinasas en humanos, tres de las cuales 

han mostrado actividad enzimática. Una variedad de microorganismos sintetiza 

y/o degrada la Quitina, que es el precursor biológico del QS. La degradación 

del QS es dependiente del grado de acetilación y del PM (Hsu et al., 2002; 

Zoldners et al., 2005; KEGG, 2009; Kean y Thanou, 2010). 
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Los estudios mencionados anteriormente muestran que la tasa de degradación 

de QS puede ser afectada por el PM y el grado de acetilación del polímero. 

También es claro que el mecanismo de degradación de QS no se entiende 

completamente cuando se usa in vivo, pero que puede haber mecanismos de 

adaptación que aumentan su degradación con el tiempo (Kean y Thanou, 

2010). 

2.5.5.2 Biocompatibilidad 

El QS se ha usado frecuentemente como un vehículo o excipiente funcional en 

la formulación de compuestos activos (Kean y Thanou, 2010). Su 

biocompatibilidad es un tema actual de gran importancia, aunque el significado 

real de la palabra es muchas veces ignorado. La biocompatibilidad se aborda 

con frecuencia como la ausencia de toxicidad, pero estos son conceptos 

diferentes que se refieren a diferentes contextos. Gaspar y Duncan (2009) 

indicaron que mientras que las moléculas de la droga deben ser consideradas 

en términos de toxicidad, los materiales biomédicos incluyendo materiales 

poliméricos, deben ser considerados por su biocompatibilidad. La toxicidad se 

refiere al daño potencial que puede ser causado por un material, mientras que 

la biocompatibilidad se extiende además al efecto perjudicial o beneficioso del 

entorno fisiológico en el comportamiento de los materiales (Williams, 2008). 

2.5.5.3 Citotoxicidad nula 

El QS es considerado como un polímero no tóxico, biológicamente compatible. 

Está aprobado para aplicaciones alimentarias en Japón, Italia, Finlandia y 

Estados Unidos de América. Las modificaciones realizadas al QS pueden ser 

más o menos tóxicas. Se ha encontrado poca citotoxicidad contra CCRF-CEM 

(leucemia linfoblástica humana) y L132 (células pulmonares embrionarias 

humanas) con QS de diferente PM y grado de desacetilación. Curiosamente, el 

QS y sus derivados parecen ser tóxicos para varias bacterias, hongos y 

parásitos. Esta toxicidad relacionada con el patógeno es un efecto que podría 

ayudar en el control de enfermedades infecciosas (Kean et al., 2005; Illum, 

1998). Sin embargo, se debe tener cuidado para asegurarse de su grado de 

pureza, pues las proteínas, los metales u otros contaminantes podrían 
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potencialmente causar muchos efectos perjudiciales tanto en la síntesis de 

derivados y en formas de dosificación (Kean y Thanou, 2010). 

Schipper et al., (1999) describe los efectos de los diferentes tipos de QS con 

diferentes pesos moleculares y GDA en células Caco-2, HT29-H y en el yeyuno 

de rata in situ. Se encontró toxicidad dependiente del GDA y del PM.  

Hu et al., (2011) utilizó embriones de pez cebra (Danio rerio) como modelo para 

el estudio toxicológico de nanopartículas QS, utilizaron QS con 85% de 

desacetilación y peso molecular de 100 kDa para formar nanopartículas de 200 

nm. En el estudio se observaron efectos tóxicos aparentes para nanopartículas 

de QS a bajas concentraciones, sin embargo a una concentración de 20 mg/L y 

40 mg/L causó malformaciones, incluyendo una columna vertebral doblada, 

edema pericárdico, y una yema opaca en los embriones de este pez. Además, 

los embriones expuestos a nanopartículas de QS mostraron un aumento de la 

tasa de muerte celular, una alta expresión de las especies reactivas de 

oxígeno, así como la sobreexpresión de la proteína de choque térmico 70, que 

indica que las nanopartículas de QS pueden causar estrés fisiológico en el pez 

cebra. Los resultados también sugieren que la toxicidad de nanovehículos 

biodegradables tales como nanopartículas de QS debe ser dirigida, 

especialmente teniendo en cuenta la distribución in vivo de estas partículas de 

nanoescala. 

2.5.6 Cultivo de células  
Nguyen y Nguyen (2010) demostraron que existe una mejora de la proliferación 

de la línea celular de fibroblastos 3T3 y de las células accesorias cuando se 

aplica una solución de QS adecuado como aditivo y completa el ingrediente en 

el medio de cultivo celular.  

Se ha demostrado que el gen DG42 parece ser conservado entre los 

vertebrados y es un gen homólogo en ranas Xenopus, ratones y peces cebra. 

Este gen se expresa durante el desarrollo temprano en edades específicas y la 

proteína DG42 in vitro es capaz de catalizar la síntesis de oligosacáridos de 

Quitina. Además, la enzima DG42 por sí misma es capaz de catalizar la 
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síntesis de cualquiera de los oligosacáridos de la Quitina o del Ácido 

Hialurónico, dependiendo de las condiciones de incubación y existe la 

posibilidad de que los oligosacáridos de la Quitina sirvan como cebadores para 

la síntesis de Ácido Hialurónico y que las cadenas crecen en los extremos no 

reductores por la adición de monosacáridos (Semino et al., 1995; Semino et al., 

1996). 

El Ácido Hialurónico, que pertenece a la familia de los glicosaminoglicanos, es 

un polisacárido lineal compuesto de unidades de repetición alternantes de 

Ácido D-glucurónico y N-acetil-D-glucosamina, durante la maduración de los 

ovocitos requiere la síntesis y la organización de una matriz extracelular, en la 

que el Ácido Hialurónico es un componente predominante. Sin embargo, el 

papel del Ácido Hialurónico durante la maduración de ovocitos bovinos, y aún 

más, en el desarrollo del embrión temprano no ha sido claramente investigado 

(Marei et al., 2012; Chen et al., 1990). 

Garcia (2014) utilizó quitosan de peso molecular promedio de 5 kDa en 

embriones porcinos en donde probó diferentes concentraciones de este 

compuesto en donde encontró que a concentraciones de 35 ppm no tiene 

ningún efecto sobre la maduración de ovocitos porcinos, 50 ppm mejoró 

significativamente (p<0.05) la maduración de los ovocitos 150 ppm de Quitosán 

en el medio de DIV incrementó el porcentaje de mórulas. 

2.5.7 Hemostasia y cicatrización de heridas 

Los mecanismos de aceleración de la cicatrización de heridas del QS han sido 

estudiados in vivo e in vitro, se ha encontrado que aumenta la proliferación 

celular y la reparación de tejidos dañados, y es capaz de activar las defensas 

del huésped y así prevenir una infección. Además aumenta las funciones de 

células inflamatorias, la fagocitosis, la producción de interleucina (IL-1), el 

factor de transformación del crecimiento h1 y el factor de crecimiento derivado 

de plaquetas, promoviendo así la granulación, la organización y la 

angiogénesis en el tejido. La Quitina y el QS inducen la migración y la 

proliferación de los fibroblastos y de las células endoteliales vasculares (Senel 

y McClure, 2004). 
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2.5.8 Regeneración de tejidos 

El QS tiene interacciones con células y tejidos las cuales han sido positivas 

desde el punto de vista de reparación, proliferación y regeneración celular. Se 

ha usado para la reparación ósea y la proliferación de células osteoblásticas, 

se han reportado propiedades osteogénicas y promueve la mineralización 

ósea. En las articulaciones provoca un aumento significativo en la densidad de 

los condrocitos del cartílago articular, lo que indica que el QS es un excelente 

andamio para la ingeniería del tejido de cartílago (Senel y McClure, 2004). 

2.5.9 Analgesia 

Se ha demostrado que la Quitina y aún más el QS tienen propiedades 

analgésicas al aplicarse de manera tópica en heridas abiertas, quemaduras y 

ulceras. Okamoto et al., (2002), demostraron que el QS y la Quitina reducen el 

dolor inflamatorio en ratones mediante la prueba de contorsión inducida por 

Ácido Acético, en este estudio se evaluó en tiempo que tardaban en hacer 

efecto la Quitina y el QS al aplicarse por vía intraperitoneal. Después de la 

administración intraperitoneal de soluciones de Quitina y QS preparadas en 

solución de Ácido Acético, se observó una disminución en el número de 

contorsiones debidas al dolor, como extensión de las patas traseras, rigidez 

abdominal, y torsión abdominal. Este efecto fue mayor en los animales que 

recibieron el QS en comparación con los que recibieron Quitina. El nivel de 

bradiquinina en el líquido de lavado peritoneal fue menor en los animales que 

recibieron Quitina comparado con los que recibieron QS.  

2.5.10 Actividad antimicrobiana  

Se ha demostrado que el QS proporciona una inhibición de la proliferación 

bacteriana en el tratamiento de heridas infectadas. Su actividad antimicrobiana 

ha sido reconocida contra varias bacterias y hongos, sus efectos inhibitorios 

difieren con respecto al PM del QS y al tipo de bacteria. El QS generalmente 

ejerce efectos bactericidas más fuertes contra bacterias gram-positivas que 

contra gram-negativas. La actividad antibacteriana de QS se ve afectada por el 
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pH, tiene una mayor actividad cuando se encuentra en los valores de pH más 

bajos (Senel y McClure, 2004). 

En el trabajo de Tapia et al., (2009) donde se utilizaron 38 cepas clínicas de 

levaduras del género Candida para evaluar el efecto antifúngico de QS de bajo 

PM y de alto PM, se demostró que el QS de bajo PM y de alto PM tiene un 

efecto inhibitorio en estas levaduras, y que este efecto ocurre a pH ácido, 

similar a las condiciones del ambiente vaginal normal o durante una candidiasis 

vulvo-vaginal. Además, el QS de alto PM fue capaz de inhibir a la mayoría de 

las cepas sensibles dosis dependientes y resistentes a Fluconazol. 

Barembaum et al., (2003), en un trabajo in vitro demostraron que el QS de bajo 

PM permitiría romper la unión adhesina-receptor producida entre Candida 

albicans y células epiteliales bucales, causando una inhibición en la 

proliferación de esta levadura. 

2.5.11 Terapia génica 

Es importante tener en cuenta que la formulación de QS con un fármaco puede 

alterar los perfiles farmacocinéticos y de biodistribución. En el caso de 

nanopartículas de plásmidos-ADN-Quitosán, tienen que viajar a través de la vía 

endocítica intracelular que implica endosomas y lisosomas. Sin embargo, 

algunas moléculas de ADN deben escapar de estos orgánulos para llegar al 

núcleo, donde tiene lugar la transcripción. La cinética y la distribución in vivo 

están controlados principalmente por las propiedades de las nanopartículas 

(tamaño y la carga). Además, la cinética de absorción celular puede ser 

alterada debido a la interacción de cargas de ADN (Kean y Thanou, 2010; 

Wattiaux et al., 2000; Bowman y Leong, 2006). 

Se ha utilizado el QS para desarrollar sistemas que son aptos para la 

microencapsulación de ácidos nucleicos. Al ofrecer la protección física de la 

microencapsulación y la protección contra la degradación del componente 

cargado, el empleo de QS incrementa la protección de los productos bioactivos 

y del sistema completo, protegiendo contra bacterias de los instrumentales y 

los sistemas utilizados. Las características de retención de estas microesferas 
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permiten obtener nuevamente en forma libre todo el agente microencapsulado, 

posibilitando así la programación de dosis de acción terapéutica. La conjunción 

de estas propiedades viabiliza su desarrollo y aplicación en la industria 

farmacéutica (Olivera et al., 2012). 

En el QS a pH ácido, por debajo de 5.5 o menos, las aminas primarias en QS 

se cargan positivamente. Estas aminas protonadas permiten que el QS pueda 

unirse al ADN cargado negativamente. La naturaleza hidrófoba de las 

nanopartículas a pH neutro sugiere que las nanopartículas de ADN-Quitosán 

pueden ofrecer una protección eficaz para el ADN encapsulado contra el 

ataque de nucleasas (Kiang et al., 2004; Mao et al., 2001). 
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3 MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1 Preparación de medios de Cultivo y soluciones stock 

Los medios utilizados la PIV fueron medios químicamente semi-definidos, de 

un sistema secuencial de desarrollo embrionario (CDM1/CDM2 por sus siglas 

en inglés) publicados por De la Torre-Sánchez et al., (2006), y están descritos 

en el Cuadro 1. Las soluciones y medios utilizados se prepararon con 

anticipación, se determinó el pH y se ajustó a los valores mencionados en el 

Cuadro 1, utilizando NaOH o HCl. Se filtraron inmediatamente con filtros de .22 

μm, se les agregó Gentamicina (Sigma G-1272) y se almacenaron a 4°C, 

utilizándose en un máximo de 3 semanas.  

3.2 Características y preparación del Quitosán  

Para el estudio se utilizó Quitosán (FACOSTM) desarrollado por la empresa 

coreana Kitto Life (Seúl, República de Corea), con un PM promedio de 5 kDa 

(Jeon y Kim, 2000). El producto fue disuelto en los siguientes medios: medio de 

MIV y en los medios de desarrollo embrionario secuenciales CDM1 y CDM2, 

disolviendo 0.005 gramos por mililitro de medio, para formar un Stock de QS 

concentrado de 5000 ppm. Los medios se suplementaron con 0, 10, 20 y 30 µl 

del Stock concentrado en los tratamientos 0, 50, 100 y 150 ppm, 

respectivamente. 

3.3 Colección de ovocitos 

Los ovarios se obtuvieron de vacas en edad productiva de 3-7 años tipo racial 

Bos taurus principalmente Hereford, Brangus, Charolais, Aberdeen Angus, 

Salers Limousin y Beef Master exceptuando la raza Holstein Friesian, en un 

rastro municipal de Chihuahua, Chihuahua Corrales de San Ignacio, S.P.R. de 

R.L. de C.V, se transportaron al laboratorio en solución salina al 0.9 % con 75 

mg/mL de Penicilina G potásica y 50 mg/mL de Sulfato de Estreptomicina, a 

una temperatura controlada de 25 a 28 °C. En el Laboratorio Transgénesis 

Animal y Fertilización in vitro de la Facultad de Zootecnia y Ecología de la 

Universidad Autónoma de Chihuahua, los ovarios se enjuagaron dos veces en 

solución salina y se retiraron los restos de tejido. Se aspiraron los Complejos 
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Ovocito-Células del Cúmulo (COCs) de los folículos antrales con 2 a 8 mm de 

diámetro, utilizando una aguja de calibre 18 conectada a un sistema de tubos 

acoplados a una bomba de vacío con presión aproximada de ~5 mm de Hg.  

Cuadro 1. Componentes de los medios semi-definidos, HCDMM, IVM, FCDM, 
HCDM1, CDM1, HCDM2, CDM2. 

Componentes (mM) HCDMM IVM FCDM HCDM1 CDM1 HCDM2 CDM2 

NaCl 93.5 71 85 93.5 72 97,5 76 

KCl 6 6 6 6 6 6 6 

KH2PO4 1 1 1 1 1 1 1 

Na-Citrato.2H2O 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

NaHCO3 5 25 25 5 25 5 25 

HEPES (50% free acid, 50% Na salt) 20 20 20 20 20 20 20 

CaCl2 2H2O 2 2 2 2 2 2 2 

D-Glucosa 0.88 3.5 0.88 0.0 0.0 0.0 0.0 

D-Fructosa 0.0 0.0 0.0 0.5 0.5 2 2 

Alanina-Glutamina 1 1 1 1 1 1 1 

Glicina 4.9 4.9 4.9 4.9 4.9 4.9 4.9 

Myo-Inositol 0.0 2.77 0.0 0.0 2.77 0.0 2.77 

L-Lactato 10 10 10 10 10 5 5 

Na-Piruvato 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.2 0.2 

MgSO4 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

Cafeína 0.0 0.0 2 0.0 0.0 0.0 0.0 

MEM aa sol. 100x (%) 0.67 0.67 0.67 0.67 0.67 0.67 0.67 

BME aa sol. 50x (%) 0.0 1.47 0.0 0.0 0.0 1.47 1.47 

Albúmina Sérica Bovina 
(mg/ml) 

0.25 0.5 0.5 0.25 0.5 0.25 0.5 

EDTA 0.0 0.0 0.0 0.0 0.01 0.0 0.0 

Taurina 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 

Heparina Sódica (μg/ml) 20 0.0 2 0.0 0.0 0.0 0.0 

Gentamicina (μg/ml) 25 25 25 25 25 25 25 

Osmolaridad de la 
fórmula (mOsm) 

275.7 275.
87 

300.95 275.32 275.45 275.69 275.71 

pH de la fórmula 7.3 - 7.4 7.3 - 
7.4 

7.5 - 
7.6 

7.3 - 7.4 7.3 -7.4 7.3 -7.4 7.3 - 
7.4 

Adaptado de De la Torre et al., (2006) 
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Solo se seleccionaron para la maduración in vitro aquellos COCs con más de 

tres capas de células cumulares no expandidas y con citoplasma 

homogéneamente granulado (Xu et al., 1986; Lonergan et al., 1994; 

Momozawa y Fukuda, 1995; Stojkovic et al., 2001; Chian et al., 1995). 

3.4 Maduración in vitro de ovocitos 

Los COC´s se lavaron dos veces en el medio químicamente semi-definido para 

manejo de ovocitos (HCDMM, por sus siglas en inglés) y una vez más en 

medio de maduración IVM. Se maduraron grupos de cincuenta COC´s en cajas 

de 4 pozos (Nunclon, Roskilde, Dinamarca) que contenían 1 mL de medio de 

maduración suplementado con hormonas (15 ng/mL de FSH, 1 µg/mL de 

estradiol 17β, 50 ng/mL de EGF y 0.1 mM de cisteamina) y se incubaron a 

38.5ºC en 5 % de CO2 en aire, con humedad a saturación, por 23 horas (De la 

Torre-Sánchez et al., 2006). 

3.5 Fertilización in vitro de ovocitos 

3.5.1 Purificación del semen  

Se utilizó semen congelado de un toro con fertilidad probada y al menos 40 % 

de motilidad espermática progresiva después de la descongelación. El semen 

se descongeló en baño maría a 35 ºC por 35 seg y posteriormente se vertió en 

la parte superior de un gradiente de Percoll (45/90%) preparado con medio 

Sperm-TALP (Tyrode´s modificado), como se describe por Parrish et al. (1989). 

La columna de Percoll se preparó en un tubo de 15 ml y se centrifugó por 20 

min a 700 g. El sobrenadante se descartó y el pellet (aproximadamente 100 µL) 

se lavó con 5 mL de medio de fertilización químicamente semi-definido (F-

CDM, por sus siglas en inglés) y se centrifugó por 5 minutos más. Después de 

retirar el sobrenadante, se dejaron para dilución de 90-100 µL, de los cuales 5 

µL se diluyeron en agua desionizada para determinar la concentración 

espermática con un hematocitómetro y ésta dilución se ajustó a 5 x 106 

espermatozoides por mL en medio F-CDM (De la Torre-Sánchez et al., 2006). 
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3.5.2 Fertilización 

Después de la maduración, grupos de cincuenta COC´s en un volumen de 20 

µL se colocaron en 430 µL de medio de fertilización químicamente semidefinido 

(FCDM) con heparina, en cajas de 4 pozos. Posteriormente se les adicionaron 

50 µL de la suspensión espermática previamente preparada, para dar una 

concentración final de 5x105 espermatozoides por mL y un volumen final de 

500 µL por grupo de ovocitos. Los gametos se co-incubaron a 38.5°C en 5 % 

de CO2 en aire y humedad a saturación por 18 horas (De la Torre-Sánchez et 

al., 2006). 

3.6 Desarrollo in vitro de embriones 
Los presuntos cigotos se retiraron del medio de fertilización y se agitaron 

vigorosamente en un aparato de vortex, en tubos cónicos de 0.5 mL por 60 

segundos y en un volumen menor a 50 µL de medio químicamente semi-

definido para manejo de embriones tempranos (HCDM1 por sus siglas en 

inglés). Posteriormente se enjuagaron en gotas de medio HCDM1, hasta retirar 

las células cumulares y los espermatozoides. 

Los presuntos cigotos se enjuagaron 2 veces en medio CDM1 y se cultivaron a 

39°C en una atmósfera de 5 % de O2, 5 % de CO2 y 90 % de N2, con humedad 

a saturación, por 56 h. Posteriormente los embriones se transfirieron al medio 

semi-definido para manejo de embriones tardíos (HCDM2, por sus siglas en 

inglés) y se examinaron en un microscopio estereoscópico a 40x para evaluar 

la tasa de segmentación. Los ovocitos no segmentados y los embriones de 2 a 

4 células se descartaron. Sólo los embriones de más de 8 células continuaron 

en cultivo en medio CDM2 y se incubaron por 5 d más a 39°C en 5 % de O2, 5 

% de CO2 y 90 % de N2 y humedad a saturación (De la Torre-Sánchez et al., 

2006). 

3.7 Diseño experimental  
Experimento 1: Estudio de la adición de Quitosán al medio de maduración in 

vitro: Efecto en la maduración de ovocitos.  

Para evaluar su efecto en la maduración in vitro de ovocitos se adicionó QS al 

Medio de MIV en las siguientes concentraciones: 0 (control), 50, 100 y 150 ppm  
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Después de 24 horas, se evaluaron la expansión de las células del cúmulo 

utilizando un microscopio estereoscópico, y la maduración nuclear utilizando la 

tinción DAPI bajo microscopía de fluorescencia la cual tiñe el ADN. Se 

utilizaron 200 COCs por grupo, en cuatro repeticiones con 50 COCs por 

tratamiento. 

 

Experimento 2: Estudio de la adición de Quitosán al medio de MIV: Para 

evaluar su efecto en el grado desarrollo embrionario, en la calidad y en el 

número de células embrionarias totales, se adicionó QS al medio de 

Maduración in vitro en las siguientes concentraciones: 0 (control), 50, 100 y 150 

ppm. Después de 23 horas, los COCs fueron colocados en Medio de 

Fertilización in vitro durante 18 horas. Pasado este tiempo los posibles cigotos 

se colocaron en medio de desarrollo in vitro sin QS. Después de 7 días en 

cultivo se evaluaron el grado de desarrollo y la calidad embrionaria, utilizando 

un microscopio estereoscópico (Cuadro 2 y Cuadro 3).  

La cantidad de células totales en las Mórulas y en los Blastocistos fue evaluada 

utilizando un microscopio de fluorescencia y la tinción DAPI. Se utilizaron 300 

COCs por grupo, en seis repeticiones 50 COCs por tratamiento. 

 

Experimento 3: Estudio de la adición de Quitosán al Medio de Desarrollo in 

vitro: Para evaluar el efecto del QS en el grado desarrollo embrionario, en la 

calidad embrionaria y en el número de células totales, se adicionó QS al medio 

de desarrollo in vitro en las siguientes concentraciones: 0 (control), 50, 100 y 

150 ppm. 

Después de 7 días en cultivo se evaluaron el grado de desarrollo y la calidad 

embrionaria, utilizando un microscopio estereoscópico (Cuadro 2 y Cuadro 3). 

La cantidad total de células en las Mórulas y en los Blastocistos fue evaluada 

con un microscopio de fluorescencia, utilizando la tinción DAPI. Se utilizaron 

300 COCs por grupo, en seis repeticiones de 50 COCs por tratamiento. 
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3.8 Evaluación de la expansión de células del cúmulo  

El grado de expansión de las células del cúmulo se examinó bajo el 

microscopio estereoscópico después de 23 horas de maduración. Aunque esta 

es una evaluación de tipo subjetiva, los ovocitos que formaban parte de COCs 

cuyas sus células mostraron expansión se consideraron maduros, y aquellos 

cuyos COCs mostraron células compactas o sin expansión fueron 

considerados como inmaduros (Marei et al., 2012). 

3.9 Evaluación de la maduración nuclear 
Los COCs que previamente fueron evaluados por la expansión de su células 

cumulares fueron despojados de éstas por agitación vigorosa en un vortex, 

utilizando un volumen menor a 50 µL de medio para manejo de embriones 

tempranos HCDM1, en un tubo cónico de 0.5 mL durante 1 a 3 minutos. 

Posteriormente los ovocitos se enjuagaron en gotas de medio HCDM1, hasta 

retirar las células cumulares, y fueron fijados en amortiguador o tampón fosfato 

salino (PBS, por sus siglas en inglés)- polivinilpirrolidona (PVP), con 

paraformaldehído al 4% por 1 hora. Se enjuagan 3 veces en 500 µL de PBS-

PVP, después 1 vez más en 500 µL de PBS-PVP con Triton X-100 (Sigma T-

8787) al 0.5%, y se procedió a permeabilizar en gotas de 500 µL de PBS-PVP 

con Triton X-100 al 0.5% por 2 horas en una cámara de humedad, a 

temperatura ambiente. Posteriormente se enjuagaron 3 veces en 500 µL de 

PBS-PVP, se colocaron en un portaobjetos con la menor cantidad posible de 

líquido, y se agregaron 20 µL de medio de montaje con DAPI. Inmediatamente 

después se procedió a su observación en microscopio de fluorescencia 

utilizando un filtro con una excitación de 365 nm y una emisión de 420 nm 

azul/cian (Dulbecco y Vogt, 1954). Aquellos ovocitos que mostraron vesícula 

germinal fueron considerados como inmaduros y los que se encontraban en 

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

(Ducolomb et al., 2013) 

3.10 Evaluación del Desarrollo Embrionario 

Transcurridos 7 días post-fertilización de los ovocitos, los embriones se 

observaron a 400 aumentos en un microscopio invertido, evaluando: 
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I. La división celular, considerando el grado de segmentación en una escala del 

1 al 8, en donde 1 representa un ovocito no fecundado; 2 un embrión de 2 a 12 

células; 3 un Mórula temprana; 4 una Mórula compacta; 5 un Blastocisto 

temprano; 6 un Blastocisto; 7 un Blastocisto expandido y 8 un Blastocisto 

eclosionado (Cuadro 2). 

II. La calidad embrionaria, en la escala del 1 al 4 (Stringfellow y Seidel, 2000), 

en donde 1 corresponde a excelente; 2 es buena; 3 es regular y 4 es un ovocito 

degenerado, como se detalla en el Cuadro 3. 
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Cuadro 2. Código numérico de clasificación embrionaria por edad o estadio de 

acuerdo al grado de avance de división celular.  

Código numérico Etapa de desarrollo Apariencia 

1 Ovocito no fecundado  

2 Embrión 2 a 12 células 

 

3 Mórula temprana 

 

4 Mórula compacta 

 

5 Blastocisto temprano 

 

6 Blastocisto (50% blastocele) 

 

7 Blastocisto expandido 

 

8 Blastocisto extruido o   

eclosionado  

Adaptado de Stringfellow y Seidel (2000). 
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Cuadro 3. Grados de calidad embrionaria de acuerdo a sus características 

morfológicas.  

Grado Característica 

1 

(Excelente) 

Ideal, esférico y simétrico, células de color, tamaño y 
textura uniforme. Desarrollo embrionario corresponde al día 
de recolección. 

2 

(Bueno) 

Algunas imperfecciones, forma ligeramente irregular, 
blastómeros desprendidos de la masa celular y/o posee 
una pequeña cantidad de vesículas. 

3 

(Regular) 

Defectos definidos: forma irregular, detritus celular, color 
muy claro o muy obscuro y/o ligero agrietamientos de zona 
pelúcida, Blastómeros desprendidos de la masa celular y/o 
posee una pequeña cantidad de vesículas y pocas células 
degeneradas. 

4 

(Malo, muerto o 
degenerado) 

Defectos severos (defectos del grado III, además de 
desarrollo retardado), forma muy asimétrica, ruptura de 
zona pelúcida (embrión puede estar fuera de la misma), 
blastómero con degeneración y vacuolización. No 
transferible. 

Adaptado de Stringfellow y Seidel (2000). 

3.11 Evaluación del número de células en embriones.  
Los Blastocistos en los que previamente fueron evaluados su grado de 

desarrollo y su calidad fueron fijados en una solución PBS- polivinilpirrolidona 

(PVP) con paraformaldehído al 4% por 1 hora. Después se enjuagaron 3 veces 

en 500 µL de PBS-PVP, y una vez más en 500 µL de PBS-PVP con Triton X-

100 al 0.5% y se procedió a permeabilizar en gotas de 500 µL de PBS-PVP 

con Triton X-100 al 0.5% por 2 horas en cámara de humedad, a temperatura 

ambiente. Se enjuagaron 3 veces en 500 µL de PBS-PVP, se colocaron en un 

portaobjetos con la menor cantidad posible de líquido y se agregaron 20 µL de 

medio de montaje con DAPI. Inmediatamente después se procedió a su 

observación en un microscopio de fluorescencia, utilizando un filtro con una 

excitación de 365 nm y una emisión de 420 nm azul/cian (Dulbecco y Vogt, 

1954). 
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3.12 Análisis estadístico 

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa estadístico 

Statistical Package Social Science (SPSS) versión 16.0 (SPSS, 2007). 

En el primer experimento donde se adicionó de Quitosán al medio de MIV se 

realizó la prueba no paramétrica Kruskal Wallis pero las medias y el error 

estándar fueron obtenidas mediante estadística descriptiva. Para evaluar el 

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

fueron analizados mediante un Análisis de Varianza (ANOVA), con el 

procedimiento de modelos lineales generales, se realizó la prueba de 

normalidad para verificar la distribución normal de los datos y no fue necesaria 

la transformación de los datos. Se aplicó un nivel de significancia p <0.05. Para 

comparar las diferencias entre medias, fue mediante la prueba de Tukey. Los 

datos se presentan como mínimos cuadrados medios, en combinación con el 

error estándar de la media. 
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4 RESULTADOS  

Experimento 1: Evaluación de la adición de Quitosán al medio de 
maduración in vitro: Efecto en la maduración de ovocitos. 

Se utilizaron un total de 800 COCs, distribuidos en cuatro tratamientos y en 

cuatro repeticiones. Los COCs fueron sometidos a dos evaluaciones diferentes, 

1. Evaluación de las células cumulares, observándose la expansión de dichas 

células (Figura 3).  

2. Evaluación de la maduración nuclear utilizando la tinción fluorescente DAPI, 

para observar la distribución y la forma del material que contiene ADN dentro 

del citoplasma del ovocito (Figura 4 y figura 5). 

Figura 3. COCs observados bajo un microscopio invertido (ZEISS, Axiovert 40 
CFL) a 200 aumentos, para evaluar la expansión de las células cumulares 
después de ser incubados por 23 h, en la imagen del lado izquierdo se 
observan 4 COCs inmaduros con las células del cumulus compactadas, En  la 
imagen de la derecha se observan 2 COCs con las células del cumulus 
expadidas, lo cual se considera subjetivamente maduros. 
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Figura 4: Ovocito inmaduro. Fijado en una solución PBS-PVP con 4% de 
paraformaldehido y teñido con la tinción fluorescente DAPI. A Ovocito en 
campo claro. B Ovocito con fluorescencia se observa la vesícula germinal (VG) 
señalada con flecha teñida en color azul,. C Imágenes A y B fusionadas. Las 
imágenes se observaron bajo un microscopio invertido (ZEISS, Axiovert 40 
CFL) a 400 aumentos. 

Figura 5: Ovocito maduro en Metafase II. Fijado en una solución PBS-PVP con 
4% de paraformaldehido, teñido con la tinción fluorescente DAPI. A. Ovocito en 
campo claro. B. Ovocito con fluorescencia, las flechas señalan el cuerpo polar 
(CP) y el paquete cromosómico (PC) teñidos en color azul, bajo un microscopio 
invertido C. Imágenes A y B fusionadas. Las imágenes se observaron bajo un 
microscopio invertido (ZEISS, Axiovert 40 CFL) a 400 aumentos. 

A B C 

A B C 

VG 

CP PC 
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En el Cuadro 4 se muestran los resultados de la adición de Quitosán en 

diferentes concentraciones al medio de maduración en el que se observa que: 

no varió la expansión de las células del cúmulo con respecto al grupo control, 

de igual forma no hubo una diferencia en la maduración nuclear. 

Cuadro 4: Porcentaje de ovocitos que presentaron expansión de las células 
cumulares y con maduración nuclear, después de ser tratados con diferentes 
dosis de Quitosán en el medio de maduración. 

Grupo Expansión de cumulus Maduración nuclear 
Control 77.1±1.9% (155/200) 71.7±2.1% (112/156) 

Tx 50 ppm 71.9±1.9% (144/200) 68.6±2.1% (114/166) 

Tx 100 ppm 74.0±1.9% (148/200) 69.5±2.1% (110/158) 

Tx 150 ppm 76.3±1.9% (152/199) 71.5±2.1% (118/165) 

Resultado obtenido de cuatro réplicas. No hubo diferencias entre tratamientos 

Experimento 2: Evaluación de la adición de Quitosán al medio de 
maduración in vitro: Efecto en el desarrollo y la calidad embrionaria, y en 
el número de células embrionarias. 

Para este experimento se utilizó un total de 1202 ovocitos, divididos en cuatro 

grupos, con seis repeticiones. En el Cuadro 5 se muestran los resultados de la 

evaluación en términos del porcentaje de embriones segmentados, embriones 

con más de 8 células y embriones viables al día 7, así como el número de 

células por embrión, su estadio de desarrollo y calidad. En este cuadro se 

puede observar que en las diferentes concentraciones utilizadas de QS hubo 

aumento del número de embriones segmentados y de Blastocistos, con 

respecto al grupo control. Sin embargo, no se encontraron diferencias 

significativas en el número de células, estadio de desarrollo y calidad. 

En la Figura 6 se aprecian las imágenes de un Blastocisto en campo claro, bajo 

fluorescencia, y la sobreposición de las dos imágenes antes citadas. Esta 

técnica fue utilizada para realizar el conteo celular en los embriones producidos 

en los Experimentos 2 y 3. 
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Cuadro 5: Porcentaje de embriones segmentados, embriones de 8 células, 
blastocitos, número de células por embrión, estadio y calidad, al aplicar 
Quitosán en diferentes concentraciones al medio de maduración in vitro. 

Parámetro Quitosán (ppm) 
evaluado 0 50 100 150 

Segmentados % 1  67.7±2.7ª 80.0±2.7b 86.9±2.7b 80.5±2.7b 

Embriones ≥ 8 células %2  71.9±1.1 68.7±1.1 72.1±1.1 72.3±1.1 

Blastocistos %3 15.9±1.1ª 16.4±1.1ab 20.8±1.1b 18.6±1.1ab 

Blastocistos %4  32.7±1.2 29.6±1.2 33.1±1.2 31.6±1.2 

Número de células 95±1.0 94±1.0 98±0.9  98±0.9 

Estadio 6.6±0.1 6.5±0.1 6.7±0.08 6.6±0.09 

Calidad 1.5±0.09 1.6±0.1 1.4±0.08 1.4±0.09 

a,b Literales diferentes entre filas, indican diferencia significativa (P < 0.05). 
1 Embriones de 2 a 4 células / ovocitos fertilizados 
2 Embriones ≥ 8 células / embriones segmentados 
3 Blastocistos / embriones segmentados 
4 Blastocistos / Embriones de ≥ 8 células. 
 

Experimento 3: Evaluación de la adición de Quitosán al Medio de 
Desarrollo in vitro: Efectos sobre el grado de desarrollo y la calidad 
embrionaria, y en el número de células embrionarias. 

Para este experimento se utilizaron en total 1200 ovocitos, divididos en cuatro 

grupos, en seis diferentes repeticiones. En el Cuadro 6 se muestran los 

resultados. Al igual que en el Experimento 2, se evaluó lo siguiente: el número 

de embriones segmentados, el número de embriones con más de 8 células, el 

número de embriones viables al día 7, el número de células por embrión y su 

estadio y calidad. Se puede observar que no hubo diferencia en los porcentajes 

de embriones en las diferentes etapas del cultivo y en las diferentes 

concentraciones usadas de QS, con respecto al grupo control. Sin embargo, se 

encontró que las diferentes concentraciones de QS causaron un aumento en el 

número de células por embrión y en la etapa embrionaria. 
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Cuadro 6: Porcentaje de embriones segmentados, embriones con más de 8 
células, porcentaje de blastocitos, número de células por embrión, estadio y 
calidad, al aplicar Quitosán en diferentes concentraciones al medio de 
desarrollo embrionario. 

Parametro Quitosán (ppm) 
evaluado 0 50 100 150 

Segmentados % 1 72.4±2.8 73.6±2.8 80.5±2.8 70.6±2.8 

Embriones ≥ 8 células %2 71.5±1.9 72.6±1.9 67.1±1.9 71.0±1.9 

Blastocistos %3 16.4±1.0 17.9±1.0 17.1±1.0 15.2±1.0 

Blastocistos %4 31.6±1.6 33.6±1.6 31.7±1.6 30.4±1.6 

Número de células 100±1.0bc 101±0.9b 108±1.0a 97±1.0bc 

Estadio 6.50±0.08b 6.57±0.08ab 6.85±.08a 6.51±0.09b 

Calidad 1.4±0.08 1.1±0.07 1.4±0.08 1.2±0.08 

a,b Literales diferentes entre filas, indican diferencia significativa (P < 0.05). 
1 Embriones de 2 a 4 células / ovocitos fertilizados 
2 Embriones de ≥ 8 células / embriones segmentados 
3 Blastocistos / embriones segmentados 
4 Blastocistos / Embriones de 8 ≥ células 

Figura 6: Imágenes representativa de un Blastocisto fijado en una solución 
PBS-PVP con 4% de paraformaldehido, teñido con la tinción fluorescente DAPI 
y observado en un microscopio fluorescente (ZEISS, Axiovert 40 CFL) a 400 
aumentos. A Blastocisto en campo claro. B. Blastocisto bajo fluorescencia lo 
que permitió realizar el conteo celular. C. Imágenes A y B fusionadas.

A B C 
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5 DISCUSIÓN  

Actualmente existe una tendencia hacia el uso de medios totalmente definidos. 

En estudios recientes se han probado diferentes moléculas que han sido 

añadidas a los medios definidos o semi-definidos y en general se han obtenido 

resultados favorables. Esto contribuye al objetivo de tener mayor control y 

estabilidad de los componentes deseables o indeseables y así lograr una mejor 

producción de embriones producidos in vitro (De la Torre-Sánchez et al., 2006). 

En este trabajo se optó por utilizar el polímero QS debido a que este 

compuesto se ha utilizado in vivo para reparación, proliferación y regeneración 

celular e in vitro mejora de la proliferación celular de ciertas líneas celulares 

(Senel y McClure, 2004; Nguyen y Nguyen, 2010). Es biodegradable por 

diferentes enzimas (principalmente por la lisozima, Kean y Thanou, 2010), es 

biocompatible (Gaspar y Duncan; 2009) y no es tóxico para los embriones  

Hay que aclarar que aunque se ha encontrado un nivel de toxicidad, esta afecta 

solo a algunas bacterias, hongos y parásitos. Schipper et al. (1999) mencionan 

que en líneas celulares como Caco-2 y HT29-H existe toxicidad, pero es 

dependiente de GDA y PM. En el presente estudio de utilizó QS de bajo peso 

molecular (5 kDa), en 3 diferentes experimentos, en concentraciones de 0 en el 

caso del grupo control, 50,100 y 150 ppm, con la finalidad de identificar el 

efecto de las diferentes concentraciones utilizadas en los embriones bajo 

condiciones de cultivo in vitro (Jeon y Kim, 2000). 

Por otra parte, algunos estudios in vivo e in vitro como los que mencionan 

Senel y McClure (2004), han demostrado que el QS induce la aceleración de la 

cicatrización mediante diferentes mecanismos. Por otro lado el QS se ha 

utilizado en terapia génica como un transportador de genes (Wattiaux et al., 

2000; Bowman y Leong, 2006), siendo así un candidato perfecto para utilizarse 

en embriones. Senel y McClure (2004).Mencionan que el QS ha tenido 

resultados positivos en tejido óseo ya que promueve la mineralización ósea y 

aumento de la densidad de condrocitos en cartílago  
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En el Experimento 1 no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativa (p<0.05) entre las diferentes concentraciones de QS, ni en la 

expansión de las Células del Cumulus, ni en la apreciación de la Metafase II ni 

la expulsión del primer cuerpo polar. De la misma manera Marei et al., (2012) 

no encontraron diferencias significativas en ovocitos de bovino al utilizar la 

molécula de Ácido Hialurónico, que es similar al QS.  

En el Experimento 2 hubo se encontró un efecto positivo en los grupos en los 

que se agregó QS, a las 56 horas de haber iniciado el cultivo de los presuntos 

cigotos, sobre el porcentaje de embriones segmentados. Se observaron 

resultados de 86.9%, 80.5%, 80.0%, 67.7% en los grupos 100 ppm, 150 ppm 

50 ppm y control respectivamente, siendo mayor la segmentación (p<0.05) en 

los grupos a los que se adicionó QS. Sin embargo, no se encontró una 

diferencia en el porcentaje de embriones con más de 8 células, con respecto a 

los embriones segmentados. En el porcentaje de Blastocistos obtenidos con 

respecto a los embriones segmentados a las 56 horas, se obtuvieron los 

siguientes resultados 20.8%, 18.6%, 16.4% y 15.9% siendo mayor (p<0.05) la 

concentración de 100 ppm de QS, siguiendo las de 50 y 150 ppm, 

correspondiendo el porcentaje más bajo al grupo control. Los resultados 

obtenidos son más bajos que los reportados por Barceló-Fimbres y Seidel 

(2007), quienes encontraron un porcentaje de segmentación de 30.5%. 

En el Experimento 3, el uso de QS mostró un efecto positivo sobre el 

porcentaje de células por embrión, al obtenerse los siguientes resultados: 108, 

101, 100 y 97 células en promedio por embrión, siendo significativamente 

mayor (p>0.005) la cantidad de células en el grupo con 100 ppm (108), en 

comparación con los otros grupos. El grupo de 50 ppm (101) y el grupo con 150 

ppm (97) no fueron significativamente diferentes del grupo control (100). De 

forma similar, Nguyen y Nguyen (2010) reportaron que existe una mejora de la 

proliferación celular en la línea celular de fibroblastos 3T3 y de las células 

accesorias. Los números de células obtenidas por embrión fueron más altos 

que los reportados por Barceló-Fimbres y Seidel (2007), quienes reportaron 

Blastocistos con un promedio 97 células, pero menores a los reportados por De 

la Torre-Sánchez et al. (2006), quienes contabilizaron Blastocistos que 
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promediaron 116 células. Además, en el estudio se presentó un efecto positivo 

sobre el estadio embrionario, siendo los resultados de 6.85, 6.57, 6.51, 6.50 

para los grupos de 100 ppm, 50 ppm 150 y grupo control, respectivamente. En 

este estudio fue mayor y diferente (p<0.05) el resultado obtenido en el grupo 

tratado con 100 ppm, con respecto al grupo control y al grupo tratado con 150 

ppm.  

El QS cuenta con una estructura muy similar al del Ácido Hialurónico. Una serie 

de estudios (Semino et al., 1995; Semino et al., 1996) han demostrado que el 

gen DG42 es un gen homólogo en ranas Xenopus, ratones y peces cebra, que 

se expresa durante el desarrollo temprano en edades específicas, y que la 

proteína DG42 in vitro es capaz de catalizar la síntesis de oligosacáridos de 

cualquiera de oligosacáridos de Quitina o de Ácido Hialurónico, dependiendo 

de las condiciones de incubación. Por lo anterior existe la posibilidad de que los 

oligosacáridos de la Quitina sirvan como cebadores para la síntesis de Ácido 

Hialurónico, pero dicho gen aún no ha sido estudiado en embriones bovinos. 

El QS cuenta con actividad antimicrobiana, sin embargo el pH de los medios de 

se ajustaba a entre 7.3 y 7.4, en comparación con los estudios de Tapia et al., 

(2009) y Barembaum et al., (2003), en los que el pH utilizado era bajo y por lo 

tanto el QS tenía su mayor actividad. En el caso de los 3 experimentos que se 

realizaron, no se presentaron casos de contaminación microbiana en ninguno 

de los grupos control, por lo cual no fue posible constatar esta característica. 

En ninguno de los casos se observó que el QS afectara los porcentajes de 

maduración de ovocitos, tanto la expansión de las Células del Cumulus como la 

maduración nuclear. Tampoco se observó que afectara el porcentaje de 

segmentación, de embriones con más de ocho células, el porcentaje de 

Blastocistos, el número de células, el estadio y tampoco la calidad embrionaria. 

Esto se contradicen con los resultados de Hu et al., (2011), quienes trabajaron 

con embriones de pez cebra, como un modelo toxicológico de nanopartículas 

de QS. Sin embargo, en dicho trabajo se utilizaron dosis mucho mayores de 

QS (20 mg/L y 40 mg/L) y también se utilizó un tipo de QS con diferente PM y 

GDA.  
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La PIV de embriones bovinos, es una técnica muy utilizada en los últimos años 

tanto en la investigación como de manera comercial, que ha sido de gran 

apoyo para el mejoramiento genético, para acelerar los intervalos entre 

generaciones, y para mejorar la distribución de material genético proveniente 

de zonas de donde no se puede exportar ganado en pie, debido a sus 

condiciones zoosanitarias (Stringfellow y Seidel, 2000). Por lo anterior se 

justifica realizar más estudios sobre el uso del QS en la PIV en ganado bovino. 
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6 CONCLUSIONES 

 El Quitosán utilizado en las diferentes concentraciones,  no modificó de 

manera significativa  en ninguna de las concentraciones evaluadas la 

expansión de las células del cumulus, ni la maduración nuclear. 

 Todas las concentraciones de Quitosán en el medio de maduración 

mejoraron significativamente (P <0.05) los porcentajes de segmentación 

embrionaria inicial. 

 La concentración de 100 ppm de Quitosán en el medio de maduración 

mejoró significativamente (P <0.05) la producción de Blastocistos 

(Blastocistos / embriones segmentados). 

 La adición de 100 ppm de Quitosán en el medio de desarrollo aumentó 

significativamente (P <0.05) el porcentaje de células promedio por 

embrión y se obtuvieron más Blastocistos que Mórulas, con respecto al 

grupo control. 

 Este trabajo de investigación contribuye al desarrollo de los sistemas de 

producción de embriones  bovinos in vitro, a fin de obtener mejores 

resultados. 
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7 PERSPECTIVAS  

Para trabajos futuros sería recomendable utilizar concentraciones más altas de 

QS, así como presentaciones de QS con diferente peso molecular y grado de 

desacetilación.  

Para tener mayor conocimiento del efecto del QS sobre el embrión, sería 

recomendable realizar pruebas que permitan determinar cambios en la 

estructura del ADN, como sería  la técnica de TUNEL, para evaluar la 

presencia de apoptosis en las células embrionarias. 

También sería recomendable realizar una tinción diferencial, para evaluar la 

distribución de las células embrionarias, tanto las de la masa celular interna 

como las células del trofoblasto  

Realizar investigación sobre el o los mecanismos por medio de los cuales el 

Quitosán puede tener efectos a nivel celular y/o molecular. 
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