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RESUMEN 

El tiempo y la temperatura son dos de los factores claves que pueden ser 
perjudiciales para la calidad de los ovocitos, en términos de maduración nuclear 
y porcentajes de división posteriores a la fertilización in vitro (Arriaga et al., 
2014). El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la temperatura y del 
tiempo de transporte de ovarios sobre la viabilidad de ovocitos caprinos antes y 
después de ser vitrificados. Se colectaron un total de 360 ovarios caprinos de 
rastro, de los cuales se obtuvieron 1426 ovocitos, los ovarios se dividieron en 4 
grupos con diferentes temperaturas y tiempos de transporte: Grupo T1Ti1 (37-
38 ºC durante 2-4 horas), Grupo T1Ti2 (37-38 ºC durante 4-6 horas), Grupo 
T2Ti1 (15-17 ºC durante 2-4 horas) y Grupo T2Ti2 (15-17 ºC durante 4-6 
horas). Para cada tratamiento se realizaron 10 repeticiones. Los ovarios fueron 
transportados hasta el laboratorio en solución salina fisiológica con 
penicilina/estreptomicina, al llegar se aspiraron los folículos utilizando la 
técnica de aspiración folicular. Se realizó la clasificación morfológica de 
acuerdo a la calidad de los ovocitos, la vitrificación se realizó por el método de 
Superficie Sólida Vitrificante (SSV). En cada grupo se evaluó la viabilidad pre-
vitrificación (VPre) y post-vitrificación (VPos), utilizando la tinción MTT. No 
se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p>0.05) entre los 
diferentes tratamientos en cuanto a VPre, en promedio en el Grupo T1Ti1 se 
encontró un porcentaje de VPre del 65.64%, para el Grupo T2Ti1 de 74.88%, 
para el Grupo T1Ti2 de 76.26% y de 69.17% para el Grupo T2Ti2. Mientras 
que en VPos se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos 
T1Ti1 con 47.84%  y T2Ti2 con 28.28%. 
En cuanto a la calidad se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre 
los grupos sobre la calidad 1, obteniendo mayor cantidad de ovocitos calidad 1 
en el grupo Ti1T1 (6.8%) con respecto al grupo Ti2T1 (2.8%) y con el grupo 
Ti2T2 (2.9%), sin embargo no hubo una diferencia significativa (p<0.05) con 
el grupo Ti1T2 (5.6 %). 
Se concluye que la temperatura no es un factor determinante sobre la viabilidad 
ni la calidad de ovocitos caprinos obtenidos de ovarios de rastro, siempre y 
cuando dicha temperatura sea constante durante todo el transporte y la 
manipulación de los ovarios. Sin embargo, la viabilidad y calidad se ven 
afectadas por el factor tiempo, demostrando que, para poder conservar un buen 
nivel de viabilidad pre-vitrificación y post-vitrificación y al mismo tiempo 
mantener la calidad de ovocitos inmaduros, deberán transportarse los ovarios 
en el menor tiempo posible. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El ganado caprino se ha explotado para la producción de leche, carne y pieles; 

teniendo una relevancia productiva discreta mundial y nacional, comparada con 

otras especies ganaderas de rumiantes (Aguilar, 2007). 

En 2014 México contaba con una población caprina de alrededor de 8, 687,814 

cabezas, siendo los principales estados productores Puebla y Oaxaca, con el 

mayor número de cabezas: 1,219,910 y 1,252,122 respectivamente. Se 

produjeron a nivel nacional un total de 77,824 toneladas de ganado en pie con 

un valor de $1,966,511 miles de pesos para ese año y 39,758 toneladas de carne 

en canal, con ganancias de $2,031,665 miles de pesos. En lo que a leche se 

refiere se produjeron 155,497 toneladas y se ganaron $781,668 miles de pesos 

(SIAP, 2014). 

De la producción total de leche el 70 por ciento es producido en sistemas 

extensivos y el 30 por ciento en sistemas intensivos (CONARGEN, 2013). 

La producción caprina en nuestro país representa una fuente de ingreso y de 

alimento para numerosas familias campesinas, esta actividad es cada vez más 

reconocida debido a la variedad de productos que se pueden aprovechar de esta 

especie, además por su facilidad de crianza con pocos recursos y por proveer 

proteína de alta calidad a bajo costo (CONARGEN,2013). 

Las características climáticas de México hacen esta especie idónea para su 

explotación, debido a su capacidad de adaptarse a los territorios áridos y 

semiáridos (Aguilar, 2007).  

 

En el ámbito reproductivo, en México predomina el apareamiento de monta 

libre, teniendo como consecuencias partos en épocas inoportunas y en el caso 

de aquellos productores que manejan empadres controlados y por tiempo 

limitado (dos o tres semanas) los índices reproductivos son de bajos a muy 

bajos. Los reportes para la fertilidad son menores de 90%, con rangos de 51% 
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a 85%. La prolificidad fluctúa de 1.2 a 1.7 cabritos por parto. En general las 

pérdidas son superiores al 15% en infertilidad (Aguilar, 2007). 

En algunas regiones del país, principalmente en el estado de Guanajuato se 

sigue usando la monta controlada en una parte de los hatos, con dos épocas de 

empadre la primera de junio a agosto y la segunda de noviembre a enero, aunque 

en tiempos recientes se comienza a practicar la inseminación artificial 

(CONARGEN, 2013). 

 

Las tecnologías de reproducción asistida (ART) como la inseminación artificial 

y transferencia de embriones, se utilizan para aumentar la eficiencia 

reproductiva y acelerar el mejoramiento genético, a través del acortamiento del 

diferencial de selección (Baldassarre, 2007).  

Las ART adaptadas a la especie caprina han sido poco implementadas para 

planes de mejoramiento genético, debido a cuestiones de costo y eficiencia 

(Baldassarre, 2007). 

 

Una de las mayores limitantes en la implementación de la fertilización in vitro 

en cualquier especie es el transporte de la célula reproductiva de la hembra, u 

ovocito, hasta los laboratorios con equipamiento y técnicos capacitados para 

realizar la fertilización. La calidad del ovocito es el factor de mayor peso en la 

producción de embriones por fertilización in vitro y en segundo lugar la 

susceptibilidad de los mismos a la criopreservación (Konrad et al., 2013). 

El tiempo y la temperatura son dos de los factores claves que pueden contribuir 

a causar efectos perjudiciales en la calidad del ovocito, en términos de 

maduración nuclear y rangos de división después de la fertilización in vitro 

(Arriaga et al., 2014). Estos factores han sido evaluados en especies domésticas 

de mayor relevancia económica, como ganado bovino (Pérez ,1987; Matsushita 

et al., 2004), alpacas (Arriaga et al., 2014), equinos (Matsukawua et al., 2007) 

y porcinos (Wongsrikeao et al., 2005). A diferencia de estas especies, en cabras 



 
8 

no se han realizado los suficientes estudios en el ámbito reproductivo, a pesar 

de ser un animal de suma importancia en países en vía de desarrollo, de ahí la 

importancia de establecer una metodología que pueda ser utilizada como 

referencia en los avances de la biotecnología reproductiva caprina. 

 

2. MARCO TEORICO  
 

En otras especies domésticas se han logrado avances significativos en la 

biotecnología reproductiva, especialmente en la producción in vitro de 

embriones, sin embargo, las condiciones en que se realiza la colección y la 

maduración de ovocitos influyen en el éxito de la fertilización y en el grado de 

desarrollo que los embriones llegan a alcanzar (Pérez, 1987). 

La recolección de ovarios permite recuperar y aprovechar folículos 

anovulatorios, que bajo condiciones fisiológicas se tornarían en folículos 

atrésicos (Fernández et al., 2010).  

Una de las alternativas para la optimización de las técnicas de producción in 

vitro es el uso de ovarios de hembras enviadas al rastro como una fuente más 

económica para generar ovocitos maduros y embriones (Quintana et al., 2012)  

Existen pocas diferencias entre los ovocitos obtenidos de hembras de rastro y 

los obtenidos in vivo, las ventajas de las donadoras vivas es el acceso a animales 

de calidad genética y que se pueden colectar en repetidas ocasiones (Hashimoto 

et al., 1999). 

2.1 Ciclo estral 

Comprende una serie de eventos ováricos, endocrinos y conductuales con la 

finalidad de que ocurra la ovulación, el apareamiento y la gestación (Galina et 

al., 2006). 

Estos componentes son regulados por factores ambientales, genéticos, 

fisiológicos, hormonales y conductuales (Hafez y Hafez, 2000). Se divide en 
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dos etapas fase folicular (proestro y estro) y fase lútea (metaestro y diestro) 

(Galina et al., 2006). 

Proestro: durante esta etapa ocurre la regresión del cuerpo lúteo y disminuye la 

concentración de progesterona, aumenta la producción de estradiol e inhibina 

(Galina et al., 2006). 

La FSH se encuentra constante pero en baja concentración debido a que es 

regulada por el estradiol y la inhibina folicular. La creciente producción de 

estrógenos foliculares inicia la preparación del aparato reproductivo para el 

apareamiento y las glándulas endometriales entran en una fase proliferativa 

(Galina et al., 2006).  

Estro: es la etapa de receptividad sexual. En el ovario los folículos en desarrollo 

alcanzan su madurez y tamaño preovulatorio, se produce una elevada secreción 

de estrógenos a partir de estos folículos, posteriormente ocurre el pico de LH el 

cual es responsable de la ovulación (Galina et al., 2006). 

A nivel de útero los estrógenos estimulan cambios en el endometrio y la 

producción de prostaglandina E  (Hafez y Hafez, 2000). 

Los estrógenos son los responsables de la conducta sexual (Galina et al., 2006).  

En los rumiantes el cerebro requiere una exposición previa a progesterona para 

sensibilizar a la acción del estradiol. Por lo que en el primer ciclo no hay 

manifestación de celo (Galina et al., 2006). 

Metaestro: comprende desde el momento en que termina la receptividad sexual 

hasta que hay un cuerpo lúteo funcional. Después de la ovulación ocurre la 

formación de cuerpo amarrillo, con lo que inicia la secreción de progesterona 

(Hafez y Hafez, 2000). 

El estradiol y la inhibina disminuyen después de la ovulación, permitiendo el 

incremento de FSH que causa el reclutamiento de la primera oleada folicular 

(Galina et al., 2006). 

Diestro: es la etapa más larga del ciclo estral, la progesterona alcanza las 

máxima concentraciones, inhibe la formación de receptores hipofisarios de 
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GnRH por tanto la liberación de LH y la secreción de GnRH. Se observan 

incrementos de FSH para el aumento en el desarrollo folicular y 

concentraciones de estradiol e inhibina que conllevan a la formación de las 

ondas foliculares, esta fase concluye con la destrucción del cuerpo lúteo por 

acción de la Prostaglandina F2α (Galina et al., 2006).  

En la cabra este ciclo dura en promedio 21 días. El estro dura 12 a 73 horas, en 

promedio 24 horas y la ovulación ocurre de 30 a 36 horas después de iniciado 

el estro (Galina et al., 2006). 

La cabra es poliestrica estacional, inicia su ciclo estral en los periodos de 

fotoperiodo decreciente, es decir en otoño-invierno y permanece en anestro el 

resto del año (Galina et al., 2006). 

Anestro: es un periodo de inactividad reproductiva, hay actividad hormonal y 

desarrollo folicular pero no hay maduración folicular ni ovulación (Galina et 

al., 2006). 

 

2.2 Ovogénesis. 

El desarrollo de los ovocitos comienza durante la etapa fetal, tiene su origen en 

unas células denominadas germinales primordiales (Rodríguez, 2013).  

Después de la diferenciación se dividen por mitosis, en este momento se 

conocen como ovogonias, estas replican su ADN e inician la meiosis I. La célula 

detiene su meiosis después de pasar por la primera división meiótica y se 

convierte en ovocito primario (Rodríguez, 2013).  

Los ovocitos de la mayoría de mamíferos se encuentran en estadío de diploteno 

de la profase I, al momento del nacimiento, hasta que se produce la adecuada 

estimulación de factores de crecimiento y hormonales generalmente durante la 

etapa de la pubertad, dando lugar a la progresión de estos ovocitos al estadío de 

metafase II (MII) liberando el primer cuerpo polar (Figura 1). Posteriormente, 
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éstos quedarán en este estadío de MII hasta que se produzca la fecundación 

(Cuadrado, 2012). 

2.3 Maduración del ovocito.  

2.3.1 Maduración citoplasmática. 

 

La capacitación ovocitaria ocurre durante la foliculogénesis y representa un 

periodo de síntesis y almacenamiento de macromoléculas, también hay 

modificaciones bioquímicas y morfológicas que se desencadenan con el pico de 

LH, que conceden al ovocito la capacidad de mantener la fecundación y el 

desarrollo embrionario temprano (Cuadrado, 2012). 

Las células de la granulosa producen ácido hialurónico que permite la expansión 

y mucificación de las células del cúmulo y la pérdida de las uniones tipo GAP 

(Cuadrado, 2012).  

2.3.2. Maduración nuclear.  

 

El ovocito adquiere la competencia meiótica que está asociada al factor 

promotor de maduración que se activa en ovocitos completamente 

desarrollados. La reanudación de la meiosis está regulada por diversas 

moléculas como quinasas reguladoras de la señal extracelular, 

adenosinmonofosfato cíclico y el factor promotor de maduración que le 

confieren la capacidad de romper la membrana nuclear y la progresión de la 

meiosis II. La cromatina se condensa, el nucleolo desaparece y se rompe la 

vesícula germinal (Cuadrado, 2012). 
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2.4 Foliculogénesis. 

 

Cuando el ovocito está recién diferenciado se asocia con un grupo de células 

del estroma que se denominan células foliculares y dan lugar a los folículos 

primordiales (Rodríguez, 2013). 

En el crecimiento folicular ocurre la proliferación y diferenciación de las células 

de la teca y la granulosa, lo que provoca un incremento en la capacidad de los 

folículos de formar estradiol y de reaccionar a gonadotropinas (Hafez y Hafez, 

2000). Las células de la granulosa cambian de una forma plana a una forma 

cúbica e inicia el crecimiento y la maduración del ovocito (Galina et al., 2006). 

La activación de los folículos primordiales se caracteriza por un cambio en la 

morfología de las células de la granulosa y se conectan con la superficie del 

ovocito a través de microvellosidades, lo que determina el inicio de la 

trasformación de los folículos primordiales en primarios (Rodríguez, 2013). 

 

 

                        Figura 1. Crecimiento folicular y ovogénesis (Mermillod et al., 1999)  
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Los receptores para FSH se expresan en células de la granulosa desde las 

primeras etapas foliculares, aceleran el crecimiento de folículos preantrales. 

Al avanzar el desarrollo folicular, los folículos se vuelven sensibles a las 

gonadotropinas y dependen de ello para su crecimiento (Galina et al., 2006). 

En esta fase ocurre el reclutamiento, la selección y la dominancia del ovocito. 

Reclutamiento: un conjunto de folículos se desarrollan simultáneamente por 

estimulo de FSH. Los folículos inician la secreción de estradiol e inhibina. 

Selección: uno o varios folículos, según la especie, se convierten en dominantes 

y solo estos continúan su desarrollo (Galina et al., 2006). 

Dominancia: el folículo dominante bloquea el soporte hormonal para el resto de 

los folículos, induciendo su atresia y reprimiendo el reclutamiento de una nueva 

oleada. Este folículo se mantiene gracias a la LH, pero requiere niveles basales 

de FSH. El aumento en LH concluye la maduración folicular y produce la 

ovulación (Galina et al., 2006). 

2.5 Métodos de recolección de ovocitos. 

 

La recolección de ovocitos se puede realizar por medio de disección quirúrgica 

de folículos superficiales y la punción o aspiración folicular, este último método 

ha reportado menor cantidad de complejos cúmulo-ovocito (COC) pero se 

obtiene una mayor tasa de desarrollo en embriones producidos in vitro 

(Quintana et al., 2012). 

La disección quirúrgica se puede realizar por medio de cortes con navaja de 

bisturí en cada folículo observable, colectando el líquido folicular en una caja 

de Petri, con este método se obtiene mayor cantidad de COCs (Quintana et al., 

2012). 

Estudios demuestran que mediante el corte del ovario se obtienen ovocitos de 

mejor calidad para la fecundación in vitro, así como un mayor número, 

(Hamano y Kuwayama, 1993). Por este mismo método se obtienen ovocitos de 
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folículos no superficiales, que en ocasiones no alcanzan el tamaño adecuado 

para la maduración (Arlotto et al., 1996). 

 

La punción folicular (Fotografía 1) se realiza con el uso de una jeringa sin 

émbolo de goma y con aguja hipodérmica del número 18, con este método los 

COC se exponen durante menor tiempo a condiciones ambientales, consume 

menos tiempo y es más práctico si se va a trabajar con una gran cantidad de 

ovarios (Quintana et al., 2012). 

Gonzales et al (2012), compararon ambos métodos demostrando más 

efectividad en la técnica de seccionamiento por obtener una mayor cantidad de 

ovocitos totales y más ovocitos de calidad 1 y 2 con este método, sin embargo 

Whitesell et al., (1992) demostraron una mayor tasa de desarrollo de embriones 

producto de maduración y fertilización in vitro de ovocitos obtenidos por el 

método de punción folicular.  
 

                                                      
Fotografía 1. Técnica de aspiración folicular (Tomada en el laboratorio de Reproducción 

Animal FESC-C4). 

La imagen muestra la punción folicular de un ovario caprino. 
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Pawse et al., 1994 compararon los métodos de recolección de ovocitos, por 

aspiración, por corte y por punción ovárica. En dicho trabajo se concluyó que 

se obtienen un mayor número de ovocitos mediante el método de aspiración 

folicular y ovocitos de mayor calidad con el método de corte, sin embargo no 

existieron diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) entre los tres 

tratamientos en cuanto a los porcentajes de maduración, fertilización y 

desarrollo embrionario. 

 

2.6 Evaluación morfológica de ovocitos. 

 

Los aspectos que se evalúan sobre la calidad del ovocito son: Estado nuclear, 

características citoplasmáticas, aspectos de la corona radiada y la expansión o 

distribución de las células del cúmulo, así como el diámetro de los ovocitos, que 

condicionan su capacidad para madurar (Martínez, 2013). Se requiere el uso de 

tinciones y de técnicas especiales para poder evaluar el estado nuclear y la 

viabilidad.  

Existen varias formas de clasificar la calidad de los ovocitos, la más aceptada 

es la que comprende cuatro calidades, basándose en las características del COC 

(De Loos et al., 1989). 

Calidad 1: cubierta celular múltiple y compacta, ovoplasma homogéneo y COC 

ligeramente trasparente (Fotografía 2). 

Calidad 2: cubierta celular múltiple y compacta, ovoplasma homogéneo pero 

con apariencia de una zona más obscura en la periferia del ovocito, COC 

ligeramente obscuro y menos transparente (Fotografía 3). 

Calidad 3: cubierta celular poco compacta, ovoplasma irregular con 

agrupaciones obscuras COC más obscuro (Fotografía 4). 

Categoría 4: cubierta celular expandida, hay células de cúmulo distribuidas en 

puntos obscuros con matriz gelatinosa, ovoplasma irregular con puntos o 

agrupaciones obscuras y COC oscuro e irregular (Fotografía 5). 



 
16 

Otra clasificación, usada por Lonergan et al., (1991) las describe de igual forma 

las categorías pero agrega número de capas quedando para el tipo A más de 4 

capas y el tipo B de 1 a 3 capas. 

o 
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Fotografía 2. Ovocito de calidad 1. 

(Tomada en el laboratorio de Reproducción Animal FESC-C4 a 40X). 

 

 

 

                                                

 

Fotografía 3. Ovocito de calidad 2. 

(Tomada en el laboratorio de Reproducción Animal FESC-C4 a 40X). 
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Fotografía 4. Ovocito de calidad 3. 

(Tomada en el laboratorio de Reproducción Animal FESC-C4 a 40X). 

 

 

 

                                                       

Fotografía 5. Ovocito de calidad 4. 

(Tomada en el laboratorio de Reproducción Animal FESC-C4 a 40 X). 
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La clasificación basada en la morfología del cúmulo es la más adecuada ya que 

evalúa la competencia de los ovocitos, debido a que las células del cúmulo 

forman una asociación íntima con el ovocito por medio de proyecciones 

transzonales altamente especializadas que penetran a través de la zona pelúcida 

formando las uniones GAP, que nutren al ovocito hasta las últimas fases de su 

desarrollo (Rodríguez, 2013).  

2.7 Técnicas de tinción para evaluar la viabilidad. 

2.7.1 Metil Tiazolil Tetrazolio (MTT) 

Para realizar la evaluación de viabilidad existen muchas técnicas que actúan de 

diferente forma, una de ellas mide la función metabólica de las células: la 

tinción de Bromuro de Metil Tiazolil Tetrazolio o MTT por sus siglas [Bromuro 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol], que determina la actividad 

mitocondrial en células vivas y ha sido usada para medir la citotoxicidad 

(Mosmann, 1983). Basado en la reducción de sales de Tetrazolio las cuales 

forman formazán, que es un producto generado por la actividad deshidrogenasa 

en las células (Moo-Puc et al., 2009), este es un compuesto insoluble que tiñe 

las células vivas (Nelson y Olsen, 1967). Las células teñidas de color rojo-rosa-

azul se consideran como vivas o viables (Fotografía 7) y las células sin teñir 

como no viables (Etxeberria et al., 2011). 

Los cristales azul-violeta son producidos por componentes de la cadena 

respiratoria, fundamentalmente por la respiración y su flujo de electrones por lo 

cual son tóxicos para las células (Bernas y Dobrucki, 2002). 

El MTT es captado por el proceso de endocitosis, al ser reducido por las 

mitocondrias forma una sal que es acumulada en los lisosomas y es transportada 

a la superficie celular por el proceso de exocitosis (Vendrell, 2006).  

Dicho método fue desarrollado por Mosmann (1983) como método 

colorimétrico cuantitativo para la determinación de la supervivencia y 
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capacidad de proliferación de células mamíferas, es preciso y rápido (Escobar 

et al., 2008). 

 
Fotografía 7. Tinción MTT vista al microscopio en 40 aumentos (Tomada en el 

laboratorio de Reproducción Animal FESC-C4). 

Los ovocitos que se observan de color morado se consideran como viables, mientras que 

los que tienen un tono amarillo son los no viables o muertos. 

2.7.2 Hoechst 33252 

Es un colorante fluorescente con afinidad por nucleótidos de adenina y timina. 

Esta tinción ha sido utilizada para identificar núcleos apoptóticos, que presentan 

reducción de tamaño, fragmentación de ADN y mayor intensidad de la tinción 

(Vendrell, 2006). 

2.7.3 Azul de Tripán 

Es una tinción supravital que permite diferenciar los ovocitos muertos de los 

vivos, mediante la coloración azul en las células muertas (Filipiak y Larocca, 

2012) (Fotografía 8). Se basa en que el colorante no puede pasar al interior de 

las células con pared citoplasmática intacta (Rejón et al, 2010). 
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Fotografía 8. Tinción azul de Tripán vista al microscopio en 40 aumentos (Tomada en el 
laboratorio de Reproducción Animal FESC-C4). 

En la imagen se observa un ovocito con coloración azul lo que quiere decir que es inviable 
 

2.7.4 Fluorocromo Diacetato de Fluoresceína (FDA). 

Evalúa la integridad de la membrana celular, se requiere un microscopio de 

fluorescencia en el que se observan las células vivas con una fluorescencia 

verde (Cuadrado, 2012). 

El FDA entra a la célula y es hidrolizado por la esterasa a fluoresceína (Boender, 

1984). Es un éster apolar, lo que le permite su paso a través de la membrana 

hidrofóbica de la célula viva. Una vez dentro, el éster es hidrolizado por enzimas 

esterasas, dejando libre la fluoresceína, fluorocromo que cuando se excita con 

una longitud de onda adecuada (490 nm) emite fluorescencia de color verde 

brillante en las células vivas (Rejón et al., 2010), al combinarse con Ioduro de 

Propidio las células no viables se tiñen de rojo. 

 

2.7.5 Resazurina. 

Es un colorante poco tóxico y permite continuar estudiando las mismas células. 

La Resazurina es reducida a resofurina, que se observa rosado fluorescente, por 

oxireductasas en la mitocondria de células viables (Escobar et al., 2008). Son 
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leídas a una longitud de onda de excitación 535 nm y 595 nm de emisión en un 

lector TECAN (Escobar et al, 2008). 

2.8 La criopreservación. 

 

En los últimos años la criotecnología ha avanzado enormemente tanto en el área 

de la medicina reproductiva humana como en la reproducción animal. La 

criopreservación tiene como principio básico la reducción de la temperatura 

como forma de reducir el metabolismo celular, permitiendo que las células o 

tejidos sean conservados por periodos indeterminados (Viera et al., 2011). 

La criopreservación de ovocitos tiene una gran importancia en la preservación 

y manejo de recursos genéticos, reduce los costos en el intercambio 

internacional de genética seleccionada y una rápida diseminación de 

germoplasma a través de la producción de embriones, la ingeniería genética, así 

como procedimientos de transferencia (Gupta et al., 2007). 

 

El proceso de criopreservación puede ser realizado por los métodos de 

congelación lenta, congelación rápida, congelación ultra rápida y la 

vitrificación. 

En la congelación lenta la adición de crioprotectores suele hacerse por pasos y 

el descenso de temperatura se realiza lentamente, con el objetivo de controlar la 

velocidad de enfriamiento para que a medida que desciende la temperatura 

ocurra la penetración del crioprotector (CP) al interior de la célula, produciendo 

un equilibrio osmótico y reduciendo la producción de hielo intracelular (Báez y 

Villamediana, 2008). 

En la congelación rápida se usan soluciones con altas concentraciones de CP y 

azúcares, en estas soluciones las células toleran la inmersión directa dentro del 

nitrógeno líquido. 
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Sin importar el método en la criopreservación las células pasan por cinco etapas 

fundamentales: 

1) Exposición a agentes crioprotectores (ACP) con la finalidad de permitir la 

difusión de estos dentro de la célula. 

2) Reducción de temperatura de forma gradual para el método de congelación 

lenta y de forma súbita en la vitrificación. 

3) Almacenamiento. 

4) Calentamiento, etapa en la que ocurre el rescate del material criopreservado 

restableciendo el metabolismo celular.  

5) Remoción de ACP con el fin de evitar la formación de metabolitos 

secundarios (Viera et al., 2011). 

Las bajas temperaturas y la no formación de hielo dentro de la célula son los 

factores más importantes para la supervivencia de esta. 

En especial la criopreservación de ovocitos representa un gran reto debido a la 

sensibilidad de su estructura. 

Los cambios de osmolaridad y de temperatura durante la congelación y 

descongelación pueden provocar desorganización del citoesqueleto, anomalías 

cromosómicas, desintegración del huso, exocitosis prematura de gránulos 

corticales, endurecimiento de la zona pelúcida y desintegración de la membrana 

plasmática (Báez y Villamediana, 2008). 

2.9 Crioprotectores (CP). 

 

Independientemente del método de congelación que se elija es fundamental la 

utilización de un agente CP, para que las células sometidas a este proceso 

puedan resistir, sin embargo también confieren cierta toxicidad por lo cual 

buscar el CP ideal resulta una tarea difícil. 

El tipo de CP usado, sus posibles combinaciones y su concentración son 

variables del proceso de vitrificación, que influyen directamente sobre la 

viabilidad celular (Giraldo et al., 2012). 
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Los CP se clasifican, por su acción, en intracelulares o permeables y 

extracelulares o no permeables. 

Los primeros son solventes orgánicos de bajo peso molecular capaces de entrar 

al interior de la célula (Rall et al., 1984), forman cadenas de hidrógeno con las 

moléculas de agua e impiden la cristalización de hielo, también tienen el efecto 

de proteger a la célula de los efectos de la solución y mantienen en dilución a 

los electrolitos, reducen el cambio de volumen y el tiempo de exposición para 

completar el equilibrio osmótico de los ovocitos. Sin embargo a altas 

concentraciones o prolongada exposición producen daño excesivo de la 

membrana y reducen potencialmente el desarrollo embrionario posterior 

(Fernández et al., 2012). En este grupo destacan el etilenglicol, el 

dimetilsulfoxido, propilenglicol y el propanadiol por tener una buena 

penetración y baja toxicidad. 

De forma general actúan sustituyendo el agua en el interior de la célula mediante 

las siguientes acciones: 

 Disminución del punto de congelación de la solución. 

 Evitar la formación de cristales de hielo en el interior celular. 

 

Los CP extracelulares reducen el agua intracelular por efecto osmótico, estos a 

su vez se dividen en dos grupos (Izaguirre, 2012): 

-Alto peso molecular: en este grupo se encuentran polímeros como el 

polivinilalcohol, polietilenglicol, ficoll y la polivinil pirrolidona. 

-Bajo peso molecular: conformado por mono y disacáridos como la sucrosa, 

trehalosa, glucosa y galactosa.  

 

Las medidas que se toman para reducir los efectos tóxicos de los CP sobre la 

célula son: uso de CP de baja toxicidad y alta permeabilidad, utilización de dos 

a tres CP y adición de los CP en soluciones de concentración ascendente.   
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El uso de combinaciones de CP extracelulares e intracelulares ha favorecido el 

mejoramiento en la preservación de células germinales y embriones de varias 

especies dado que permite el aumento de la velocidad de enfriamiento, así como 

la disminución de los efectos osmóticos y tóxicos, y las alteraciones a nivel 

celular (Gómez et al., 2010). 

2.9.1 Etilenglicol 

 

O monoetilenglicol es un alcohol con fórmula molecular C2H4(OH)2 obtenido a 

partir de la hidrolisis de óxido de eteno (Viera et al, 2011). Dentro de la célula 

es metabolizado en el retículo endoplásmico (Sumner et al., 1999) donde se 

convierte en glicolaldehído por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) y en 

menor medida por el citocromo P4502E1 (Viera et al., 2011). 

 Debido a sus características de bajo peso molecular (62.07 g / mol) y bajo punto 

de fusión (-15,6 °C) se ha empleado ampliamente como agente crioprotector 

intracelular. La toxicidad no parece ser un factor limitante para el uso del 

Etilenglicol (EG) como crioprotector, ya que los estudios muestran altos niveles 

de supervivencia de las células, folículos caprinos y bovinos, ovocitos humanos 

y embriones de oveja. La alta permeabilidad del EG justifica su uso en la 

criopreservación de ovocitos maduros (Viera et al., 2011). 

 

2.9.2 Dimetilsulfoxido (DMSO) 

Es un alcohol dipolar con formula química C2H6SO, en medicina se ocupa como 

antinflamatorio, inmunomodulador, antimicrobiano, vasodilatador y 

antioxidante (Viera et al., 2011). 

Se ha usado como CP en semen, ovocitos y embriones. Es capaz de integrarse 

a diversas estructuras como proteínas, lípidos, ácidos nucleicos y carbohidratos, 

sin causar alteraciones irreversibles en las moléculas. Es considerado un CP no 

tóxico, debido a que no produce alteraciones cromosómicas (Viera et al., 2011). 
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Sin embargo se obtienen mejores resultados en cuanto a tasas de maduración de 

ovocitos si se usa en combinación con otros agentes, principalmente etilenglicol 

(Viera et al., 2011). 

2.9.3 Propanadiol (PROH) 

Éste compuesto con formula química C3H8O2 se caracteriza por su bajo peso 

molecular, alta permeabilidad en la membrana celular y por ser un compuesto 

biodegradable (Viera et al., 2011). 

Sus efectos han sido poco estudiados, en cuanto al área de la farmacología los 

efectos adversos descritos incluyen la producción de lactato intracelular, 

ocasionando desequilibro acido-base y consecuente muerte celular. Ha 

mostrado ser menos eficiente comparado con Etilenglicol y DMSO (Viera et 

al., 2011). 

2.9.4 Trehalosa 

Es un disacárido de estructura molecular (O-α-D-glucopiranosil-(1ϕ1)-α-D-

glucopiranosa), es utilizado como conservador de alimentos y participa en 

numerosas relaciones celulares. Tiene las mejores propiedades biofísicas y 

bioquímicas como osmoprotector (Clegg, 1985) ya que actúa como protector de 

proteínas y juega un papel importante en la estabilización estructural y funcional 

de la membrana celular (Virgilio et al., 1994). 

Ha mostrado ser un buen CP de proteínas y enzimas termolábiles, células y 

tejidos, actúa captando las moléculas de agua en la superficie celular 

(CONACYT, 2016).  

2.10 Vitrificación. 

La vitrificación es una tecnología que ha superado a la congelación tradicional 

en la criopreservación de ovocitos, mejorando el promedio de supervivencia por 

descongelamiento y de desarrollo embrionario in vitro en muchas especies 

domésticas (Ruiz et al., 2011).  
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La vitrificación consiste en la reducción de la temperatura de forma abrupta, 

con el objetivo de transformar un sólido amorfo en un estado vítreo, que reduce 

la formación de cristales de hielo en el interior de las estructuras celulares (Viera 

et al., 2011). Se basa en el contacto directo de células con nitrógeno líquido, 

suspendidas en una solución de vitrificación que contiene ACP en altas 

concentraciones (Gómez et al., 2010).  

El nitrógeno líquido confiere a las células la temperatura conocida como 

criogénica, en la cual las reacciones químicas, los procesos biológicos, las 

actividades intra y extracelulares están suspendidas, por lo cual se pueden 

conservar indefinidamente bajo estas condiciones (Sheikhi et al., 2011). 

La vitrificación en condiciones de campo reduce el equipamiento necesario y 

ofrece ahorro de tiempo y costos considerables por embrión transferido (Van et 

al., 1997). 

 

Esta técnica tiene ventajas como la eliminación de la formación de hielo y la 

disminución del daño causado por el enfriamiento, así como la disminución del 

tiempo de exposición a los CP. Por otro lado las consecuencias adversas son 

que incrementan las probabilidades de lesionar las células por un choque 

osmótico y por la toxicidad de los CP (Izaguirre, 2012). 

La vitrificación se puede realizar con una gran variedad de dispositivos como 

las pajillas abiertas, pajillas cerradas, crioviales, rejillas de cobre, pajilla abierta 

estirada, cryoloop, cryotop, fibreplug y microgotas (Izaguirre, 2012). 

2.11 Calentamiento 

El término correcto para referirse a este proceso es calentamiento, ya que la 

palabra desvitrificación hace referencia a la formación de cristales de hielo, lo 

que indica un mal proceso. Este proceso es de gran importancia ya que si no se 

toman las medidas y procesamiento adecuados el trabajo puede venirse abajo.  

(Izaguirre, 2012). 
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Este proceso generalmente se realiza en etapas, en las que el objetivo es eliminar 

las altas concentraciones de CP gradualmente. 

El material a calentar se somete a soluciones decrecientes de CP no permeables, 

para que por efecto osmótico salgan los CP intracelulares (Izaguirre, 2012). 
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3. OBJETIVO. 

 

 El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de diferentes temperaturas y 

tiempo de transporte de ovarios sobre la viabilidad de ovocitos caprinos 

vitrificados. 

 

3.1 Objetivos particulares. 

 Evaluar el efecto de diferentes temperaturas y tiempo de trasporte de 

ovarios sobre la calidad de ovocitos caprinos frescos.  

 Evaluar la viabilidad de ovocitos caprinos antes y después de la 

vitrificación. 
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4. METODOLOGÍA. 

(Anexo 1) 

4.1 Colección de ovarios. 

Se colectaron ovarios de cabras de rastro, en Capulhuac, Estado de México. Los 

caprinos sacrificados en este domicilio particular, provienen de los estados de 

Aguascalientes, San Luis Potosí, Jalisco, Guanajuato y Zacatecas. Las hembras 

varían en características como tipo racial, edad y estado reproductivo.  

Los ovarios colectados se separaron en cuatro grupos homogéneamente, para 

ser sometidos a diferentes condiciones de trasporte. 

Grupo T1Ti1: se trasportó a temperatura de 37-38 ºC por 2-4 horas. 

Grupo T2Ti1: se trasportó a temperatura de 15-17 ºC por 2-4 horas. 

Grupo T1Ti2: se transportó a temperatura de 37-38 ºC por 4-6 horas 

Grupo T2Ti2: se trasportó a una temperatura de 15-17 ºC por 4-6 horas. 

Se trasladaron al laboratorio de Fertilización In Vitro, ubicado en la Facultad de 

Estudios Superiores Cuautitlán, Cuautitlán Izcalli, Edo. de México, en solución 

salina fisiológica (SSF) con 50 UI/ml de Penicilina/Estreptomicina y al llegar 

se lavaron con solución salina fisiológica. 

4.2 Obtención de ovocitos. 

 

Se eligió el método de aspiración folicular para recuperar los ovocitos, usando 

una charola de plástico en la que los ovarios eran secados, se utilizó jeringa sin 

goma de hule en el émbolo y aguja hipodérmica calibre 18 para aspirar el líquido 

folicular de todos los folículos, sin importar el tamaño, para obtener un mayor 

número de ovocitos. 

En total se obtuvieron una cantidad de 360 ovarios caprinos, de los que se 

aspiraron 1426 ovocitos, en 10 repeticiones.  
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4.3 Evaluación de ovocitos. 

 

El líquido folicular se pasó a cajas de Petri grandes, se lavó con TL-HEPES y 

se evaluaron en un microscopio estereoscópico con un aumento de 40X y se 

clasificaron morfológicamente en 4 categorías basándose en las características 

del COC (De Loos et al, 1989), descritas anteriormente. 

Después de su evaluación se pasaron a una caja de Petri de cuatro pozos en 

medio base (MB) que contenía TCM-199 suplementado con TL-HEPES con 

20% suero fetal bovino (SFB), para posteriormente vitrificarlos. 

4.4 Evaluación de viabilidad. 

 

De cada grupo se tomaron 10 ovocitos al azar, que fueron denudados en el 

Vortex durante un minuto y medio a una velocidad máxima en un microtubo 

eppendorf con 50µl de TL-HEPES. 

Se depositó el contenido del microtubo en una caja de Petri chica y se enjuagó 

el microtubo con TL-HEPES para recuperar los ovocitos.  

Se evaluó la viabilidad usando la prueba de MTT, se preparó una solución 

0.005g (0.5mg) de MTT (tinción de bromuro de tetrozolio, azul tiazolil de 

SIGMA) / ml de PBS (Teteltitla, 2014). 

Una vez recuperados los ovocitos se colocaron en una caja de cuatro pozos con 

300 µl de tinción MTT y se mantuvieron en la incubadora a 38ºC y 5% de CO² 

por dos horas. 

Después de este tiempo se hizo la evaluación, los ovocitos se observaron en un 

microscopio invertido con un aumento de 40X. Aquellos que mostraron color 

púrpura o azul se tomaron como vivos y los que no se colorearon como muertos. 

Se contaron el total de los ovocitos recuperados y los resultados se expresaron 

en porcentajes. 
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4.5 Vitrificación de ovocitos. 

 

El resto de los ovocitos que se mantuvieron en MB fueron suspendidos en una 

gota de medio de equilibrio compuesto por MB con 4% de EG a 34ºC de 12 a 

15 min, después los ovocitos se pasaron por dos gotas de medio de vitrificación 

(35% de EG ,5% polivinil pirrolidona, 0.4M de trehalosa en MB) en un tiempo 

total de 25 a 30 segundos (Begin et al., 2003) (Anexo 2). 

Los ovocitos se tomaron con pipeta de vidrio modificada, en gotas de 1 a 2 µl 

para su vitrificación y fueron depositados sobre una superficie limpia y seca de 

papel aluminio que flotaba en nitrógeno líquido (NL2).  

Las microgotas obtenidas se colectaron y se pasaron a un criotubo que se 

mantuvo en un termo de NL2 a -196 °C durante una semana.  

4.6 Calentamiento de ovocitos. 

 

El proceso de calentamiento se realizó a 37ºC, las gotas vitrificadas se colocaron 

en una solución de MB y 0.3 M de Trehalosa durante 3 min. 

Posteriormente se sumergieron en 2 gotas diferentes que contenían 

concentraciones decrecientes de Trehalosa a 0.25 M y 0.125 M sucesivamente, 

a 37°C, durante 3 min cada uno. Se lavaron los ovocitos con medio LH-HEPES 

adicionado con 10% de SFB sin Trehalosa. 

La evaluación de viabilidad post-vitrificación se realizó de la misma manera 

que se describió anteriormente para la evaluación pre-vitrificación. 

4.7 Análisis estadístico.  

 

Los datos obtenidos se expresaron en porcentajes y se trasformaron a números 

arcoseno para poder utilizar una análisis de varianza (ANOVA), utilizando el 

paquete estadístico SPSS con el cual se analizaron tanto viabilidad pre-

vitrificación como viabilidad post-vitrificación. Este mismo análisis se usó para 
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evaluar los datos de calidad de ovocitos, considerando como diferencia 

estadística los casos en que p<0.05. 

5. RESULTADOS. 

 

En este trabajo se evaluó el efecto de tiempo y temperatura del transporte de 

ovarios caprinos sobre la viabilidad de ovocitos frescos y no se encontró 

interacción (p>0.05) sobre la viabilidad pre-vitrificación (Cuadro 1) de los 

ovocitos. Sin embargo, después de la vitrificación se encontró una diferencia 

estadísticamente significativa entre la viabilidad pos-vitrificación de los Grupos 

1 y 4 (Cuadro 2). 

Después del proceso de vitrificación en los Grupos 2, 3 y 4 hubo una reducción 

significativa (p>0.05) de ovocitos viables, y el grupo que se encontró menos 

afectado fue el Grupo 1, ya que no hubo una pérdida significativa de la 

viabilidad (Cuadro 3 y Gráfico 1). 

5.1. Viabilidad pre vitrificación (VPre) 

El Cuadro 1 muestra las medias de los cuatro grupos de VPre, no se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas (p>0.05) entre los cuatro grupos. 

 

Cuadro 1. Porcentajes de viabilidad pre-vitrificación y medias de grupos  

Grupo Temperatura de 
transporte (°C) 

Tiempo de 
transporte (Hrs)  

Porcentaje de 
viabilidad 

T1Ti1 37-38 2-4 65.64 

T2Ti1 15-17 2-4 74.88 

T1Ti2 37-38 4-6 76.26 

T2Ti2 15-17 4-6 69.17 
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5.2. Viabilidad pos vitrificación (VPos) 

En el Cuadro 2 se muestran las medias por grupo de la viabilidad VPos. 

Cuadro 2. Porcentajes de Viabilidad pos-vitrificación y medias de grupos. 

Grupo  Temperatura de 
transporte (°C) 

Tiempo de 
transporte (Hrs) 

Porcentajes de 
viabilidad 

T1Ti1 37-38 2-4 47.84 a 
T2Ti1 15-17 2-4 31.13 ab 
T1Ti2 37-38 4-6 35.99 ab 
T2Ti2 15-17 4-6 28.28 b 

a,b literales diferentes en la misma columna indican diferencia estadística 
significativa (p<0.05). 
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5.3. Comparación entre VPre y VPos. 

El Cuadro 3 muestra las medias obtenidas de viabilidad pre y pos de los cuatro 

grupos, y la diferencia o disminución que se obtuvo después de la vitrificación. 

Se encontró una diferencia significativa (p<0.05) en los grupos Ti1T2, TI2T1 y 

Ti2T2. 

Cuadro 3.  Prueba t. Comparación ente VPre y VPos. 

Grupo Temperatura 
de transporte 

(°C) 

Tiempo de 
transporte 

(Hrs) 

VPre VPos Diferencias 
entre VPre y 

Vpos. 

Valor P 

T1Ti1 37-38 2-4 65.64 47.84 17.8 0.2066 
T2Ti1 15-17 2-4 78.88 31.13 57.75 0.0002 
T1Ti2 37-38 4-6 76.26 35.99 46.26 0.0099 
T2Ti2 15-17 4-6 69.17 28.28 50.5 0.0027 

 

El Gráfico 1 ilustra la disminución de la viabilidad que obtuvo cada grupo 

después del proceso de vitrificación. 
 

Gráfico 1. Comparación VPre y VPos. 

 
 
 
 
 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

T1Ti1 T2Ti1 T1Ti2 T2Ti2

VPre VPos



 
36 

5.4 Calidad de ovocitos. 

En el Cuadro 4 se puede observar el promedio por grupo, del número de 

ovocitos obtenidos de cada calidad y la desviación estándar por grupo.  

                   Cuadro 4. Porcentaje de calidad de ovocitos caprinos. 

 

a,b,c literales diferentes en la misma columna indican diferencia estadística 
significativa (p<0.05). 
 

El Gráfico 2 muestra los promedios de ovocitos por grupo, obtenidos de cada 

calidad. 

Gráfico 2. Calidad de ovocitos obtenida. 
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3(T1Ti2) 2.8+0.95 b 7.7+1.19  13.3+1.55  12.2+2.53   

4(T2Ti2) 2.9+0.95 bc 5.6+1.19  9.9+1.55    14.1+2.53   



 
37 

En el análisis de calidad se observó una mayor cantidad de ovocitos de calidad 

1 en el grupo trasportado por 2 horas a 37°C (Media 6.8) y una diferencia 

estadísticamente significativa (p<0.05) con respecto a los grupos 3 (4hrs, 37°C) 

y 4 (4hrs, 15°C), lo que sugiere que el tiempo tiene un efecto negativo sobre la 

calidad de ovocitos caprinos (cuadro 4). Sin embargo, no hay diferencia 

estadísticamente significativa entre los tratamientos utilizados, sobre los 

ovocitos de calidades 2, 3 y 4. 

Se puede observar que el Grupo 1 obtuvo mejores resultados dado que el 

porcentaje de ovocitos de calidad 1 obtenidos fue el más alto de los 4 grupos 

con un promedio de 6.8 ovocitos por ovario y el porcentaje más alto de ovocitos 

de calidad 2 con 8.9, manteniéndose así el Grupo 1 con un mejor 

aprovechamiento de las células obtenidas (Grafico 2). 

 

Sin embargo, en dichos resultados no hubo una diferencia estadísticamente 

significativa (p>0.05) con el Grupo 2, lo que significa que no importa el efecto 

de la temperatura de 15-17ºC o de 37- 38ºC siempre y cuando los ovocitos se 

transporten en el menor tiempo posible y a una temperatura constante. 
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6. DISCUSIÓN  

Existen pocos reportes del efecto de la temperatura y del tiempo de transporte 

sobre la calidad de ovocitos recuperados de ovarios de rastro, especialmente en 

pequeños rumiantes. 

Matsushita et al, (2004) en ovocitos bovinos observó que al mantenerlos a 10ºC 

durante 24 h obtuvieron tasas de maduración y división de blastocitos con 

porcentajes del 68 y 25% respectivamente, conforme avanzó el tiempo de 

almacenamiento dicha maduración decreció hasta el 27%. En el 2011 Wang et 

al., llegó a la conclusión que una temperatura de almacenamiento de 15 °C por 

3-4 h tuvo un efecto beneficioso significativo en la calidad de los ovocitos 

bovinos. Pérez, en 1987 evaluó el efecto de la temperatura durante el transporte 

en ovocitos bovinos, utilizando dos rangos de temperatura de 22 a 25ºC y 35 a 

37ºC, en el cual los resultados indican que la temperatura no repercute en la 

cantidad de ovocitos obtenidos de las cuatro calidades, pero si en la maduración 

in vitro. Comparado con este trabajo la calidad no se ve afectada por la 

temperatura y no se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05) entre el 

grupo 1 transportado a 37-38°C y el grupo 2 transportado a 15-17°C. 

Arriaga et al, en el 2014 trabajando con alpacas evaluaron el efecto de la 

temperatura en su experimento, los ovocitos fueron almacenados de 12-15ºC 

manteniendo su viabilidad y permitiendo tasas de maduración (12.2%), división 

(8.1%) y obtención de blastocitos (14.2 %). 

 

Otros autores (Schernthaner et al., 1997; Preis et al., 2004; Matsukawa et al., 

2007, García et al., 2011) recomiendan el manejo de ovocitos a temperatura 

ambiente en la mayoría de las especies, ya que no tiene efectos adversos y ayuda 

a conservar la viabilidad, además que mantiene la capacidad del ovocito para 

fecundar y reduce la dificultad de mantener la temperatura constante durante el 

transporte en ovocitos frescos. En el estudio actual se observó que en el grupo 

de ovocitos transportados a una temperatura de 15-17°C durante 4 horas  no se 
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vio afectada la viabilidad en los ovocitos frescos, coincidiendo con los 

resultados de los autores anteriores, sin embargo si se vio afectada la viabilidad 

después de la vitrificación, por lo cual hay un menor número de ovocitos viables 

o vivos después de dicho proceso de vitrificación y calentamiento. 

En algunos estudios relacionados, se ha encontrado que el almacenamiento de 

ovarios a 37-39ºC durante 5-8 h disminuye la velocidad de maduración folicular 

de los ovocitos bovinos y el potencial de convertirse en blastocitos después de 

la fertilización in vitro (Yang et al., 1990).  

En cambio, el almacenamiento de los ovarios de bovinos a 20ºC (Abe y Shioya, 

1996) o 25ºC (Yang et al., 1990) durante 8 horas no reduce la velocidad de 

maduración o el potencial de los ovocitos bovinos para desarrollarse en 

blastocistos después de ser fertilizados in vitro.  

El presente estudio examinó los efectos de transportar ovarios caprinos a 2 

diferentes temperaturas durante 2 tiempos diferentes, evaluando la viabilidad 

pre y pos vitrificación, se mostró que las condiciones de temperatura durante el 

transporte no afectaron la viabilidad , sin embargo no se obtuvieron datos de 

maduración, o desarrollo in vitro de embriones. 

 

Sierra en el 2015, evaluó la cantidad total de ovocitos viables al recolectar 

ovocitos bovinos de rastro a una temperatura de 38ºC en diferentes periodos de 

tiempo que variaban de 1 a 9 h postmortem, observando una influencia negativa 

del tiempo en el porcentaje de viabilidad de los ovocitos, donde el mayor 

porcentaje de ovocitos viables se obtuvo a 1 y 3 h post mortem, con un valor de 

68.7 % y 62.8 % de viabilidad, siendo los mejores momentos estadísticamente. 

Sin embargo ellos pudieron obtener ovocitos viables aún transcurridas 9 h 

después del sacrificio del animal manteniendo los ovarios a 38°C con un 

porcentaje de viabilidad de 51.5%, resultados que son similares a los del 

presente trabajo con un 65.64% (T1Ti1) y 74.88% (T2Ti1) para los grupos 



 
40 

transportados por dos horas y un 76.26% (T1Ti2) y 69.17% (T2Ti2) para los 

grupos transportados por cuatro horas. 

Konrad et al., en el 2013 realizaron un estudio en el que evaluaron los eventos 

tempranos de la FIV post-fertilización de ovocitos madurados in vitro durante 

el transporte, y demostraron que es viable realizar la maduración in vitro durante 

el transporte sin afectar significativamente la calidad y la maduración nuclear 

de los ovocitos de búfalo y bovino.  

 

Los resultados de este trabajo mostraron que el tiempo ejerce un efecto negativo 

en la Calidad 1 de los ovocitos, mientras más largo sea el tiempo de transporte 

más cambios degenerativos sufre la célula. Estos resultados concuerdan con el 

estudio realizado por Matsushita et al., en el 2004 en el que se evaluaron el 

efecto del tiempo de almacenamiento de ovarios y observaron un aumento en la 

cantidad de ovocitos degenerados en los grupos que permanecieron 

almacenados por 48 y 72 h, sin embargo no observaron diferencia con el grupo 

almacenado por solo 24 horas. En ese trabajo los ovocitos comenzaron a sufrir 

dichos cambios a partir de las 4 horas de almacenamiento. 

 

Fernández et al., en el 2012, evaluaron la viabilidad de ovocitos porcinos 

inmaduros y madurados in vitro y vitrificados en Etilenglicol y Trehalosa, con 

ovarios transportados a temperatura ambiente de entre 25-30ºC, obteniendo 

porcentajes de viabilidad del 100% en ovocitos inmaduros frescos y de 76% al 

momento del calentamiento. En comparación con este trabajo se obtuvo mayor 

viabilidad de ovocitos inmaduros frescos al momento del calentamiento en el 

grupo en el que fueron transportados a temperatura de 37-38°C por dos horas, 

con porcentajes de viabilidad de 65.64% pre-vitrificación contra un 47.84% 

pos-vitrificación. 

En la literatura consultada no se encontraron referencias sobre el efecto del 

tiempo y la temperatura sobre la viabilidad de ovocitos en la especie caprina. 
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7. CONCLUSIÓN 

 

Con este trabajo se concluye que la temperatura no es un factor determinante 

sobre la viabilidad ni la calidad de ovocitos caprinos obtenidos de ovarios de 

rastro, siempre y cuando este factor se mantenga constante durante el transporte 

y manipulación. Sin embargo, la viabilidad y la calidad se ven afectadas por el 

factor tiempo, demostrando que, para poder conservar un buen nivel de 

viabilidad pre-vitrificación y post-vitrificación y al mismo tiempo mantener la 

calidad de ovocitos inmaduros, deberán de transportarse los ovarios en el menor 

tiempo posible. 

Hubo un mayor porcentaje de viabilidad en los ovocitos frescos recién 

colectados y después de la vitrificación al momento de ser calentados, la 

viabilidad disminuye significativamente después de la vitrificación. 

Se sugiere continuar los estudios para comprobar el efecto de la temperatura y 

del tiempo de transporte sobre parámetros como maduración, fertilización y 

desarrollo embrionario in vitro.  
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Anexo 1 Diagrama de flujo metodología. 
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Anexo 2. Preparación de medios. 

 

Todos los medios deberán permanecer con un pH dentro de un rango de 7.2 – 

7.4 y una Osmolaridad de 270 – 285 mOsm/L. al menos que se indique lo 

contrario. 

MEDIO BASE (MB) 

 p/10 ml p/20ml 

TCM 199 H 9 ml 16 ml 

SFB (Suero Fetal Bovino) =  10% 1 ml 2 ml 

BSA (Albúmina Sérica Bovina 

Fracción V libre de ácidos 

grasos)*4% 

0.04 g. 0.08 g. 

 

*El Medio Base utiliza SFB o en su caso puede ser sustituido con BSA,  ya que 

ambos proveen fuente energética, proteica y como factor surfactante. Y a su vez 

el BSA funciona como una sustancia quelante. 

 

SOLUCIÓN DE EQUILIBRIO (SE) 

 p/10 ml 

Etilén Glicol (EG)  4% 0.4 ml. 

MB 9.6 ml. 
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SOLUCIÓN VITRIFICANTE (SV) 

 p/10 ml 

Etilén Glicol (EG) 35% 3.5 ml 

Polivinil Pirrolidona 5% 0.5 ml 

Trehalosa 0.4 Molar 1.5133 gr. 

MB 4.48 ml. 

 

SOLUCIONES DE CALENTAMIENTO (SC) 

Se realizan 3 soluciones de calentamiento utilizando el MB antes descrito y 

agregando Trehalosa en concentraciones decrecientes.  

SC 1 MB + 0.3 Molar 

SC 2 MB + 0.2 Molar 

SC 3 MB + 0.1 Molar 

SC 4 MB S/Trehalosa 
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