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RESUMEN 

A 

Actualmente México esta pasando por una etapa de cambios Y 

ajustes económicos, políticos, sociales y de relaciones 

internacionales con el fin de superar el subdesarrollo del país. 

El presente trabajo se realizó en el laboratorio de Genética de la 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de 

Guadalajara. El objetivo fué la evaluación de cinco suplementos 

utilizados para la maduración in vitro de ovocitos bovinos. Se 

realizaron varios ensayos previos para la estandarización de la 

técnicas de: Colección de ovarios, Colección y clasificación del 

Complejo Cúmulus Ovocito (CCO), Maduración de ovocitos in vitre 

(MIV). Una vez dominadas estas técnicas se procedió a realizar un 

ensayo en el que se utilizaron ovocitos clasificados como A y B y 

se distribuyeron al azar para la maduración in vitre de 50 eco 

para cada uno de los cinco tratamientos. La variable de respuesta 

fue de acuerdo al grado de expansión de las células del cúmulus. 

El análisis estadístico utilizado fue el de Chi cuadrada de 

contingencia de dos por dos, donde se evaluaron las ~iferencias 

entre tratamientos. El promedio de la aspiración fue de 5.02 CCO 

viables a madurar. Para la MIV se observó que la FSH - LH Schering 

y Pergona 1 u ti 1 izados como sup 1 emen tos a 1 TCM - 19 9 maduraron 

(expandieron) un mayor porcentaje (P > 0.05) de ovocitos, 

comparados con los tratamientos de suero de vaca en estro, 

gonodotropina coriónica humana y suero fetal bovino. En conclusión 

se dice que tanto el pergonal como la FSH son suplementos efectivos 

en la maduración de ovocitos in vitro. 
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INTRODUCCION 

Actualmente México está pasando por una etapa de cambios Y 

ajustes económicos, políticos, sociales y de relaciones 

internacionales con el fin de superar el subdesarrollo del país. Lo 

cual crea la necesidad de ajustes oportunos para poder proporcionar 

alternativas viables y acordes en las diversas áreas mencionadas. 

Una gran variedad de problemáticas astan presentes y demandan 

soluciones factibles adecaudas a las necesidades de desarrollo 

interno y de intercambio de comercio internacional, tecnológico y 

de servicios. 

El crecimiento de la población en México que asciende a 

81,249,645 habitantes en 1990 (18) demanda un crecimiento y 

actualización de tecnología propia, que permita el avance en la 

producción con fin de bajar los costos de los productos y permita 

lá comercialización. Las relaciones internacionales de comercio que 

actualmente vive nuestro país esta entrando a una nueva etapa de 

posibi 1 idades que permitirá el f 1 u jo de bienes y servicios 

producidos entre los países de Norteamérica (Canadá, Estados Unidos 

y México). 

Los sistemas de producción se ven afectados por diversos 

factores dentro de los cuales se encuentran una pobre economía, un 

bajo desarrollo tecnológico Y un alto costo al adaptarla, un bajo 

consumo de los productos y un lento proceso en la exportación. 
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A la vez la industria pecuaria demanda también estos cambios 

en los sistemas de producción, ya que los problemas que la acojan 

son entre otros, los de un bajo consumo de sus productos 

alimenticios como lo es la carne, por el pobre poder adquisitivo 

ligado a los bajos salarios. 

Uno de los renglones que más incide en la producción pecuaria 

es la reporodt!~ción, la cual se encuentra en una etapa de. 

desarrollo y transformación, posibilitado por el desarrollo 

biotecnológico como son: Inseminación Artificial, Transferencia de 

Embriones, Producción de Mellizos, Clonación, Producción de 

Embriones in vitre, entre otras. 

De las aplicaciones o beneficios para la producción de 

embriones in vitre se pueden enumerar los siguientes: Esta técnica 

provee un gran número de embriones para ser transferidos 

comercialmente y producir becerros. En Europa y Japón el valor de 

becerros lecheros es bajo comparado con los becerros producidos 

para carne, siendo esto un indicativo al transferir los embriones 

tipo carne usando vacas lecheras corno nodrizas. Por otra parte es 

económicamente factible la clonación de embriones por transferencia 

nuclear, requiriendo que la enucleación de ovocitos sea producido 

in vitre a partir de ovarios recuperados del rastro y que el nuevo 

cigoto sea desarrollado in vitre hasta una etapa apropiada para la 

clonación. (12) 

La producción de embriones in vitre requiere principalmente 

del desarrollo de tecnología en tres áreas: Maduración de ovocitos 

foliculares in vitre, Fertilización in vitre y Cocultivo de 

embriones in vitre. 



ANTECEDENTES CIENTIFICOS 3 

Historia del ovario. 

Aristóteles (384-322 AC) describió el útero, mas no- reconoció 

la existencia de los ovarios. (21). La descripción hecha por 

Aristóteles del desarrollo embrionario del pollo en el huevo se 

remonta al afto 340 AJ. (5) 

Dutchman Regnier de Graaf ( 1641-1673). Graaf es principalmente 

recordado hoy por el descubrimiento de los folículos. 

Indudablemente la mayor contribución de Graaf fuá la primera 

descripción exacta del cuerpo luteo, creía que el folículo era todo 

el huevo.(8). Graaf observó pequeftas cavidades en el útero de la 

coneja y dedujo que no podían haber sido secretadas por el utero 

sino que debían preceder de los organos que llamó "ovarios". (23) 

w. Hunter, investigó aspectos de reproducción en hombres· y 

animales, Willian diseccionó cerca de 400 uteros humanos grávidos, 

el tenía en sus libros interesantes comentarios de como se hacía el 

cuerpo luteo durante la preftez. (25) 



Anatomía del ovario. 

Los ovarios de la vaca miden normalmente de 3.5 a 4 cm. de 

longitud, 2.5 cm. de ancho y tienen alrededor 1.5 cm. de grosor en 

su posición mayor; el peso es de unos 15 gr. a 20 gr. tiene forma 

oval, apuntadas al extremo uterino y no tiene fosa de ovulación. A 

menudo se pueden observar varios folículos de distintos tamafios, 

que se proyectan desde la superficie, así como cuepos lúteos; un 

cuerpo lúteo de una vaca prefiada tiene un color amarillo fuerte y 

puede alcanzar una anchura de 1.5 cm. hay que indicar, que muchos 

casos sólo una pequefia parte del cuerpo luteo se muestra sobre la 

superficie del ovario, su totalidad esta oculta en el interior de 

la glándula. El tamaf'io del ovario esta afectado por el cuerpo 

lúteo. ( 30 l 

El ovario a diferencia del testículo permanece en la cavidad 

abdominal y lleva a cabo funciones exócrinas (liberación del huevo) 

y endócrinas (esteroidogénesisl {6). Durante el desarrollo fetal 

las oogonias se producen por multiplicación mi tótica, 

posteriormente viene la primera división meiótica hasta que se 

forman varios millones de ovocitos, proceso que se detiene en la 

profase. Luego la atresia reduce la cantidad de ovocitos en el 

momento del nacimiento, y en la pubertad se produce una disminución 

posteriorment.e, de manera que sólo estan presentes unos cuantos 

cientos durante la etapa final reproductiva. Al nacimiento, una 

capa de células foliculares rodea los ovocitos primarios en el 

ovario, de ellas se forman los folículos primordiales. Al principio 

estos se encuentran diseminados por todo el ovario, pero durante la 
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vida neonatal temprana se van disponiendo sólo en la zona cortical. 

La forma y tamaHo del ovario varía con la especie y el estadio del 

ciclo estrual. (17) 

Los ovarios de la vaca tienen forma ovoidal y se localizan en 

la cavidad del peritoneo frente a la cara del arco pélvico. Su 

posición es lateral y se encuentra aproximadamente al nivel de la 

mitad de la avertura pélvica. (32) 

Ciclo estrual de la vaca. 

En los bovinos, la pubertad varía considerablemente según la 

raza y las condiciones de la nutrición. Las terneras Holstein 

presentan su primer estro en promedio al cumplir la edad de 37 

semanas, siempre que estén bien alimentadas; a las 49 semanas si 

las condiciones en este respecto son intermedias; y a las 72 

semanas en animales mal nutridos. La pubertad parece ocurrir cuando 

la vaquilla tiene aproximadamente dos tercios del tamaHo adulto. 

La duración del ciclo estrual es en promedio 20 días en las 

vaquillas y de 21 a 22 días en las vacas adultas. 

El período de estro puede definirse como el tiempo que ésta 

tolera ser montada por un toro o por otra vaca. Este periodo dura 

en promedio aproximadamente 18 horas y es un tanto menor en 

vaquillas. El intervalo normal es de 12 y 24 horas. La ovulación 

ocurre normalmente después de 10 a 15 horas de haber terminado el 

estro de la vaca. (13) 



Control Neuroendócrino de la Reproduccion. 6 

La función sexual de los mamíferos esta determinada, en gran 

parte, por la actividad de la hormona gonadotrófica de la 

hipófisis. (GTH). 

La hipófisis está sometida a control, por medio de factores 

liberadores (RF), también llamados hormonas l íberadorsa !RH l, o 

factores ínhibidores (IF ó IHl del hipotálamo el cual, a su vez 

depende del influjo de gobierno de determinadas regiones del 

encéfalo que reciben informaciones sensoriales del organismo y del 

ambiente, las elaboran y las transmiten. ( 31 l 

El ciclo ovárico está regulado por una secuencia especifica de 

hormonas gonadotrópicas secretadas por la hipófisis, estas hormonas 

son individualmente reconocidas como hormona folículo estimulante, 

hormona estimulante de células intersticiales u hormona 

luteinizante y prolactina u hormona luteotrópica. Cada una de estas 

hormonas influye sobre el ciclo ovárico. 

La hormona folículo estimulante !FSH) estimula la 

proliferación de las células de la teca interna y, probablemente 

las células de la membrana granulosa; sólo responden los folículos 

que han madurado el desarrollo en el antr_um; a través de esta 

hormona FSH, uno o más de ellos alcanzan el estado de fol1culo 

vesicular con cada ciclo astral. La FSH no incide sobre el 

desarrollo folicular cuando éste ha alcanzado el estadio de 

folículo vesicular. El posterior desarrollo de este fol iculo es 

dependiente de la hormona luteínizante u hormona estimulante de 



células intersticiales (LHl. 7 

Muy poco después de que la FSH haya iniciado el crecimiento de 

los folículos, la hipófisis comienza a secretar LH, para producir 

la proliferación de las células de la teca interna Y posiblemente 

también las de la membrana granulosa; este estímulo combinado hace 

que las células de la teca interna, y probablemente las de la 

membrana granulosa, secreten estrógenos, lo cual da como resultado 
"' -el rápido desarrollo de los folículos. (30) 

Fisiología del desarrollo folicular. 

En los mamíferos, el desarrollo folicular sólo llega a cierta 

etapa durante el desarrollo embrionario y no vuelve a iniciarse 

sino hasta que se ha alcanzado la madurez sexual. {35) 

El crecimiento folicular y la maduración en el ovario 

representan una serie de transformaciones subcelulares y 

molecualres de diversos componentes del folículo como el ovocito, 

la granulosa y la teca, que dependen de varios factores 

intraováricos, factores intrafoliculares y sefiales hormonales que 

producen la secreción de andrógenos y estrógenos (principalmente 

estradiol). En el crecimientQ folicular intervienen pro! i feración 

y diferenciación inducidas por hormonas de células de la teca y de 

la granulosa, las que al final aumentan su capacidad de producir 

estradiol y responder a las gonadotropinas hipofisiarias. La 

producción de estradiol determina qué folículo estimula los 

receptores de LH necesarios para la ovulación y luteinización. 

( 17) 
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La reanudación del desarrollo folicular depende en parte de la 

secreción de gonadotropinas hipofisiarias. especialmente de la FSH. 

Al ovocito primario lo rodea una capa simple de células 

aplanadas de células mesodérmicas "células foliculares". En este 

estadía se le conoce como folículo primordial, por tanto un 

folículo primordial contiene un ovocito primario; estos se conocen 

también con el nombre de folículos aquiescentes y son localizables 

en grupos distribuidos libremente. La activación del folículo 

primordial da por resultado el folículo primario. Una acumulación 

de gránulos de vitelo se observa dentro del ovocito primario, las 

células foliculares se vuelven cuboidales. El folículo primario 

contiene un ovocito primario. 

El folículo secundario situado más profundamente ( 15) se 

identifica por un aumento en la población de células foliculares 

rodeando al ovocito primario y el desarrollo de una zona pelúcida 

entre el ovocito primario y las células foliculares. 

El desarrollo del folículo secundario (folículo vesicular) 

resulta de la actividad secretora de las células de la granulosa. 

Se desarrollan unas fisuras intercelulares. para formar el antro 

folicular. el cual se llena de licor folicular. Las células de la 

granulosa que rodea al ovocíto se conoce como cúmulus oophorus. Las 

células de este cúmulo que se encuentran de inmediato al ovocito 

primario reciben el nombre de corona radiada, estas células tienen 

procesos que penetran en la zona pelúcida y hacen contacto con las 

microvellosidades del huevo. (35) 
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El ovoci to está altamente especia:! izado para un desarrollo 

independiente con grandes reservas de nutrientes; su citoplasma 

contiene reservas nutricionales en forma de yema el cual es rico en 

lípidos y proteínas. El recubrimiento de los ovocitos es 

especializado de forma extracelular, consistiendo de largas 

moléculas de glucoproteínas algunas secretadas por el ovocito y 

otras por las células que lo rodean; el ovocito contiene otra capa 

·externa inmediata rodeando la membrana del plasma del huevo es 

llamada zona pel úcida, esta capa proteje al ovoci to de daftos 

mecánicos. (1) (ver figura 1) 

Crecimiento del ovocito a través de diversos mecanismos 

.especiales: 

Dentro de los ovarios los ovocitos toman de la yema las 

proteínas a partir del fluido extracelular mediante un receptor 

mediador en endocitosis. 

Dos tipos de células accesorias del ovario funcionan en esta 

vía de ovogénesis. Las "células enfermeras" que circundan y son 

usualmente conectadas por un puente citoplásmico a través de las 

cuales las macromoléculas pueden pasar directamente dentro del 

citoplasma del ovocito; las otras células accesorias en el ovario 

que ayudan a nutrir desarrollando a los ovocitos son las "células 

foliculares", estas están di apuestas como una capa epitelial 

alrededor del ovocito, y están conectadas por una unión en forma de 

garganta, la cual permite el cambio de pequeftas moléculas pero no 

macromoléculas, solamente suple las macromoléculas a moléculas más 

pequeflas. 



FIGURA No.l 

ESQUEMA DE UN OVOCITO CON LAS PARTES QUE LO CONSTITUYEN 
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Las células accesorias circundantes hacen una contribución 

adicional al desarrollo del ovocito, ésta es la célula accesoria 

que responde a las hormonas polipéptidas, llamadas gonadotropinas, 

éstas liberan al ovocito a partir de profase I que facilita la 

maduración. (1) 

Uno de los cambios más dramáticos que ocurre en los folículos 

de Graaf en mamíferos justo antes de la ovulación es la expansión 

-o mucificación de las células del cúmulus (10). 
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La primera vez que se observó una fertilización fué hace más 

de cien afíos por Herman Fol, (zoólogo suizo) en un huevo de 

estrella de mar. ( 9) 

Desde los aftas cincuentas los sistemas de cultivo que 

mantienen la fertilización y desarrollo temprano' in vitro del óvulo 

de mamiferos han sido desarrollados y perfeccionados, haciéndose 

esto posible gracias al estudio de las interacciones del esperma y 

el óvulo de mamíferos. (16) 

La fertilización in vitro (FIV) de ovocitos bovino fué 

reportada por primera vez en 1977 por Brackett. El nacimiento 

normal de un becerro producido a través de fertilización in vitro 

fué dado a conocer por Brackett en 1982 utilizando óvulos 

recuperados de hembras superovuladas; en aftas posteriores 

diferentes autores reportan de igual manera terneros nacidos por 

medio de FIV. Hanada en 1985 lo logró usando ovocitos inmaduros de 

una vaca del rastro, cultivado en oviducto de conejo (transferido 

temporariamente) y transferido el embrión en un estado de mórula a 

la nodriza por un método no quirúrgico. En 1987 se logró 

estabilizar el sistema de cultivo in vitre con un cultivo de 

células del cúmulus, donde se desarrolló hasta el estado de 

blastocisto. (14) 

En los últimos aftos, la transferencia de embriones ha 

evolucionado notablemente, pasando de una simple herramienta de 

investigación en los laboratorios de las universidades a 

convertirse en una realidad a nivel de campo, con gran potencial en 
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el mejoramiento genético animal, especialmente en la especie 

bovina. El estudio de embriología animal comienza en el afio de 1672 

cuando Regnier Graaf observó por primera vez un embrión de conejo 

(23). En 1840 se describieron las características de los ovulas de 

la oveja y poco después en la perra (1845) y la venada (1854). En 

1897 se observaron los primeros embriones de cerdo, de gato en 

1911; de seres humanos en 1928; de vaca en 1931 y de la yegua hasta 

1939. (2) 

MADURACION 

Los folículos de Graaf contienen ovocitos primarios que 

normalmente completan su desarrollo morfológico de acuerdo con el 

siguiente orden de sucesión en respuesta a la elevación 

preovulatoria de LH: al La membrana nuclear <vesícula germinal) se 

destruye. b) El ovoci to secundario se forma al completarse la 

primera división meiótica y con la expulsión del primer cuerpo 

polar. Poco después se forma_ la metafase para la segunda división 

meiótica. e) ovulación y rotura del folículo. En 1935 Pincus y 

Enzmann descubrieron que el ovoci to que se obtenía de un folículo 

de Graaf de conejas antes de la elevación de LH y que se situaban 

en un medio de cultivo adecuado maduraban en forma espontánea. En 

af'ios recientes esto se ha confirmado para varias especies, sin 

embargo, la elevada frecuencia de anormalidades cromosómicas y 

deficiencias citoplasmáticas, indican que este proceso no siempre 

es normal. Los ovocitos pueden madurar completa o parcialmente in 

vitro y suelen ser fecundados in vivo. (17) 
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En los ovoci tos viejos, la frecuencia de pol iespermia es 

elevada. Sí el ovocito es muy viejo, el desarrollo embrionario es 

anormal o la fecundación no se produce. El óvulo sufre cambios 

complejos de maduración conocidos como meiosis antes de que este 

listo para la fecundación. Estos cambios empiezan durante la vida 

fetal y solamente llegan a completarse después de la ovulación y de 

la penetración del espermatozoide.(17) 

La maduración es tradicionalmente definida como aquellos 

eventos asociados con la iniciación y ruptura de la vesícula 

germinal (GVBDJ y completarse la primera división meiótica, 

refiriéndose hasta aquí como maduración nuclear. (20) 

Los experimentos con animales han demostrado que con sólo 

extirpar un ovocito ovárico preovulatorio (dictioteno) del folículo 

y colocarlo en un medio de cultivo por 36 horas ss inducen las 

fases finales de la maduración, exactamente como si se ubiera 

inyectado LH a la hembra. Esto sugirió que probablemente el 

intervalo entre la secresión preovulatoria de LH y la ovulación 

también fuera de 36 horas aproximadamente. (3} 

La maduración de los ovocitos de mamífero tiene dos etapas: al 

un período de crecimiento y b) un período de preparación final del 

núcleo y el citoplasma requerida para la ferti 1 ización y el 

desarrollo normales. Mediante proyecciones celulares, las células 

internas del cúmulus, colaboran en el crecimiento del ovocito, pues 

establecen contacto íntimo con la membrana de éste. (17) 
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En 1989 se utilizó para problemas de infertilidad en humanos 

un producto que contiene qonadotropinas LH, FSH; llamado Perqonal; 

induciendo procesos de ovulación con inyecciones de 150 UI por día. 

( 4) 

En el mismo afio Younis maduró ovocitos in vitro utilizando 

medio TCM-199 suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 20%; 

_suero de vaca en estro; y suero de vaca en diferentes etapas del 

ciclo estrual al 20% respectivamente; se observó un desarrollo 

óptimo con suero de vaca en proestro adicionando FSH ó LH. Sin 

embargo se obtuvieron altos resultados (97.4%) de embriones 

alcanzando el estado de 8 células. (36) 

En 1990 en un trabajo realizado por Sambuissho, adicionando 

suero de vaca en estro (SVEl y (SFB) al medio obteniendo un 

incremento en el porcentaje de maduración de ovocitos, por encima 

de la que obtuvo al utilizar sólo el medio Ham s F-10, obteniendo 

un 62.8% de ovocitos en Metafase II. (28) 

También en 1990 la maduración de ovocitos in vitro de bovino 

cultivados en TCM-199 con 10% de SVE por 24 horas a 39 e con 5% de 

C02, se observó el más alto porcentaje de maduración siendo un 46% 

de maduración en comparación al uso de SVE al 15% y 20% teniendo 

una maduración del 30 y 31% respectivamente. (19) 
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En el mismo afio Saeki cultivó ovoci tos bovinos in vi tro 

inmaduros en un medio libre de sueros conteniendo FSH disponible 

comercialmente, conteniendo también un microgramo/ml de estradiol 

17B. Posteriormente los ovocitos fueron fertilizados y cocultivados 

in vitro utilizando tejido epitelial oviductual para el desarrollo 

de los blastocistos. Los resultados demostraron que la FSH podría 

ser usada para la próspera maduración de ovoci tos in vi tro de 

bovino con subsecuente producción de embriones bovinos, obteniendo 

en sus resultados un 76% de penetrabilidad. (27) 

Los eventos morfológicos asociados con una maduración in vitro 

son similares a aquellos que ocurren in vivo excepto que los 

procesos in vitr.o se producen más rápidamente que in vivo. Debe ser 

recalcado que la maduración in vitro dan ovocitos con desarrollo y 

capacidad reducidos en comparación con los ovocitos madurados in 

vivo. La apariencia macroscópica de los folículos puede también ser 

usada para seleccionar ovocitos capaces de madurar y desarrollarse. 

( 16) 

El papel de la Maduración in vitro (MIV) y la Fertilización in 

1itro (FIVl para la producción lineal de embriones para la 

investigación e Industrial es clara, ya que estas técnicas son 

1tilizadas para tratamientos de infertilidad, y MIV será un 

:: ratamiento necesario especialmente para ovoci tos inmaduros. 
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Maduración in vitro ha llegado a ser un proceso próspero, 

especialmente cuando se le adicionan hormonas como la FSH y LH y 

varios tipos de sueros como el SFB y el SVE. 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

18 

La técnica de maduración de ovocitos in vitre de bovino, 

como parte del sistema lineal para la producción de embriones, no 

cuenta con estudios que propongan una técnica eficiente y adecuada 

a las condiciones de nuestro país. La importancia reside en las 

correlación tan alta que existe entre una buena maduración y un 

buen porcentaje de fertilización. A la vez que su bajo nivel de 

investigación y desarrollo lo limita, y lo hace dependiente de 

tecnología extranjera, por lo cual es necesario desarrollar y 

proponer una técnica aplicable en nuestro país, ya que es de suma 

importancia una maduración adecuada para su posterior 

ferti 1 ización. 



j 
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JUSTIFICACION 19 

Aun cuando hay investigaciones recientes acerca de los 

sistemas de maduración in vitro con una gran variedad de medios 

básicos, el desarrollo de pruebas en la suplementación de la 

maduración se encuentra todavía con cierto grado de controversia. 

_Así mismo. los trabajos que se refieren a la suplementación están 

hechos bajo diferentes criterios en su gran mayoría, y no se 

confrontan unos con otros al utilizar diferentes suplementos. De 

este modo el presente trabajo establecerá las bases para optar por 

los suplementos más eficaces en base a su capacidad de favorecer la 

maduración de ovocitos y determinar ésta por el grado de expansión 

observada en los mismos. 

cucBA 



HIPOTESIS 20 

Es cierto que la secreción súbita de gonadotropinas induce la 

ovulación, e in vitro la maduración de ovocitos se debe a la 

adición de estas hormonas utilizadas en estudios previos, como lo 

son FSH Schering de origen de cerdo; se espera que utilizando FSH

LH en forma de Pergonal de origen de mujer postmenopausica en 

proporción de uno a uno, ~dicionado a un medio de maduración rico 

en nutrientes para el cultivo de células in vi tro (TCM-199), se 

podrán obtener resultados similares. En cuyo caso se daría la 

oportunidad de conseguir en México la hormona necesaria y no 

depender del producto procedente del mercado extranjero. 



OBJETIVOS 

Objetivo General: 

1.- Evaluar diferentes suplementos al medio TCM-199 en la 

maduración in vitro de ovocítos de origen bovino. 

Objetivos Particulares: 

1.- Evaluar el efecto en la utili2ación de FSH, LH; HCG; 

Pergonal; Suero Fetal Bovino; Suero de Vaca en Estro; 

en TCM-199, en la maduración in vitro de ovocitos de origen 

bovino. 

2.- Evaluar el desarrollo de las células del cúmulus, expresada 

en expansión de las mismas. 

3.- Medir las diferencias estadísticas entre suplementos por una 

prueba de contingencia. 

21 



MATERIAL Y METODOS 22 

El presente estudio se llevó a cabo en las instalaciones del 

Laboratorio de Genética de la Facultad de Medicina Veterinaria Y 

Zootecnia de la Universidad de Guadalajara. Dicho laboratorio 

cuenta con la infraestructura suficiente para realizar la técnica 

de maduración de ovocitos in vitre de bovino. El estudio se realizó 

en el período comprendido entre los meses de Julio y Septiembre de 

1992. 

El soporte de material biológico fué suministrado por el 

Rastro Municipal de Guadalajara, que se encuentra localizado 

aproximadamente a unos 20 Km. del Laboratorio. Para trabajar se 

utilizaron ovarios procedentes de vacas de diferentes genotipos, de 

los cuales predominan el cruzado con cebú. El material incluyó 

ovarios tanto de vacas como de vaquillas. 

Una vez hecha la aspiración y clasificación del complejo 

cúmulus ovocito (CCO) como A y B se distribuyeron al azar para la 

maduración de 50 eco para cada uno de los cinco tratamientos. 

Protocolo de Trabajo. 

A continuación se describen los procedimientos para cada uno 

de los componentes del protocolo: (26) (29) 



COLECCION DE OVARIOS 23 

-Preparación para la colección de ovarios. 

Se prepararon de 3 a S litros de Solución Salina Fisiológica 

·al 0.9% de NaCl y se esterilizaron en autoclave. En el día de la 

colección se agreqaron 100,000 UI de Penicilina y 100 mg. de 

Estreptomicina por litro de solución salina, también se elevó la 

temperatura a 39 e procediendo a la colección en el rastro. 

~colección de ovarios. 

Se colectaron los ovarios inmediatamente después del 

sacrificio de los animales directamente de las canales. Se removió 

el exceso de tejido, después se lavaron con solución salina 

fisiológica a 38°C varias veces con una piseta. Después se 

colocaron dentro de un termo con la misma solución donde se 

transportaron al laboratorio dentro de 2 a 3 horas posteriores a la 

colección, procurando tener la temperatura de 38°C. 

COLECCION Y CLASIFICACION DEL CCO 

-Procedimiento para la aspiración del CCO. 

Una vez que los ovarios se recibieron en el laboratorio 

previamente limpio y desinfectado con solución antiséptica, se 

lavaron de 2 a 3 veces con solución salina fisiológica a 38 c. 

Posteriormente se colocaron a bafio maria con la misma solución, en 

vasos de precipitado de 500 ml. a 38° c. Antes de la aspiración los 

ovarios se secaron con toallas de papel estériles. Hecho este 

procedimiento se tomaron con la jeringa de 5 ml con aguja de 

calibre 18 ó 20, aproximadamente 1 ml de medio TALP-Hepes antes de 
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proceder a aspirar los folículos, puestos previamente unos guantes 

estériles. Los folículos que se aspiraron medían de 2 a 8 mm de 

diámetro. Una vez aspirados se depositaron suavemente junto con el 

medio en cajas de Petry para su posterior búsqueda y clasificación 

del ceo. La búsqueda se realizó a través del microscopio 

estereoscópico. Esta fase del protocolo se efectuó con la ayuda de 

un técnico de laboratorio de genética. 

CLASIFICACION DE OVOCITOS INMADUROS. 

Para la clasificación de ovocitos se utilizó un microscopio 

estereoscópico de 400 aumentos. Esta fase del protocolo la realizó 

una sola persona. 

Los criterios para la clasificación de los ovocitos fueron: 

CLASIFICACION 

A 

B 

e 

D 

CARACTERISTICAS 

Ovocitos completamente rodeados con tres ó más 

capas de células del cúmulus compacta. 

Ovocitos rodeados por una monocapa de células 

del cúmulus compacta. 

Ovocitos parcial o totalmente desnudos. 

Ovocitos rotos, deformes, o rodeados de fibrina. 



MADURACION DE OVOCITOS IN VITRO 25 

El día de la aspiración se peparó y esterilizó el medio para 

la maduración de los ovocitos (TCM-199}, por-medio de la filtración 

con microporo de .22 micras. Posteriormente se colocaron en cajas 

de Petry de 35 mm qotas de este medio, (100 microlitros}. Antes de 

colocar los ovocitos en este medio se preincubó por espacio de dos 

horas en la estufa con 5% de C02 y a 38 c. El mismo procedimiento 

se realizó para el medio TALP-Hepes. 

Se preparó una pipeta modificada, que consistió en ajustar el 

diámetro de dicha pipeta y bordes de la misma al tamafto del ovocito 

con las células del cúmulus, con el fin de que al momento de la 

aspiración no se daf'ien estas últimas. Antes de transferir los 

ovocitos al medio de maduración se lavaron de dos a tres veces con 

el medio TALP-Hepes, hecho lo anterior se transfirieron todos los 

ovocitos clasificados con las cateqorias A y B. Esta transferencia 

se llevó a cabo a las qotas de maduración TCM-199 las cuales 

después se cubrieron con aceite mineral con el fin de evitar la 

evaporación. 

Se colocaron 25 ovocitos en cada qota de medio de maduración, 

con un total de 50 ovocitos por tratamientos, posteriormente se 

colocaron en la estufa con 5% de C02 a 38°C, y con 90% de humedad. 

Este proceso de maduración tuvo una duración de 24 horas. 

Se realizaron varios ensayos previos para la estandarización 

de la dósis del suplemento. La media de aspiracion de ovocitos 

viables en estos ensayos fué de 5.02, obtenidos estos datos se 
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procedió a llevar a cabo un ensayo que constó de 250 ovocitos 

clasificados como A y B. 

Se distribuyeron al azar 50 ovocitos clasificados corno A y B 

en cada uno de los siguientes tratamientos: T-FSH (TCM-199 + 20 

mícrogr./ml. de FSH-LH), T-PER (TCM-199 + .02 UI/ml Pergonal), 

T-SVE (TCM-199 + 20% SVE), T-SFB (TCM-199 + 20% sFB), T-HCG (TCM-

199 + 10 UI/ ml HCG). La aspiración la realizaron 2 ó 3 técnicos 

entrenados. La clasificación A y B la realizó una sola persona, al 

igual que la evaluación de la maduración en términos de expanción 

de células del c6mulus. 

El criterio para determinar la maduración fué: Según el 

porcentaje de expansión de células del cúmulus en Expandidos, 

Semiexpandidos y No Expandidos. 

Para el análisis estadístico se utilizó la prueba de " chi 

cuadrada de contingencia de 2X2 

diferencias entre tratamientos. 

donde se evaluaron las 



ANEXO: MEDIOS Y SOLUCIONES BASES. 

1.- TALP-HEPES. Solución Base. Cantidad 

Ingredientes 1000 ml 

NaCl 6.66 mg 

KCl .2386 mg 

NaHC03 .268 mg 

~aH2P04H20 .0056 mg 

Na Lactato l. 86 Microlitros 

CaCl2 2H20 .299 mq 

MgC12-6H20 . 1 mq 

Rojo Fenol . 1 mg 

He pes 2.383 mg 

2.- Medio de Maduración. Solución base. Cantidad 

Ingredientes 

TCM-199 

NaHC03 

Agua Desionizada 

3.- Piruvato. Solución Base. 

Ingredientes 

Piruvato de Sodio 

Agua Desionizada 

Nota: No usarlo más de una semana. 

1000 

9.99 

2.22 

1000 

ml 

gr 

gr 

ml 

Cantidad 

10 ml 

. 0220 gr. 

10 ml 
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4.- Antibiótico. Solución Base. 

Penicilina y Estreptomicina base. 

Ingredientes 

Penicilina G Sódica 

Sulfato de Estreptomicina 

Agua Desionizada Esterilizada 

al O. 9% de NaCl. 

Nota: Se recomienda 100 microlitros/ml. 

Cantidad 

lOO ml 

.6017 gr 

1 gr 

100 ml 

5.- Sulfato de Gentamicina. Solución Base. Cantidad 

Ingredientes 10 ml 

Sulfato de Gentamicina 0.100 gr 

Agua Desionizada Esterilizada 10 ml 

Nota: Adicionar 10 microlitros/ml. 

6.- Gonadotropinas. Solución Base. 

Ingredientes 

FSH (Contaminada con LH) 

Agua Desionizada Esterilizada al 

o. 9% de NaCl. 

~acer alícuotas de 2 microlitros 

30 tubos y congelarlos. Concentra

:iones de trabajo 20 microgr./ml. 

Cantidad 

5 ml 

50 mg 

5 ml 
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1.- Suero de Vaca en Estro. Solución Ba·se. Cantidad 

Suero de Vaca en Estro 500 ml 

Se inactiva a 56°C por media hora en 

baHo Maria, y se hacen alicuotas de 

10, 20 y 50 ml. las cuales se someten 

al congelador. 

8.- Suero Fetal Bovino. Solución Base 

Suero Fetal Bovino 

Se inactiva a 56°C por media hora 

en bafto Maria, y se hacen alicuotas 

de 10, 20 y 50 ml. las cuales se 

almacenan en el congelador. 

Cantidad 

500 mi 

9.- Gonadotropina Coriónica Humana. Solución Base. 

Hormona Gonadotrópica Humana 5000 UI 

Agua Desionizada Esterilizada 

con NaCl al 0.9%. 1000 microlitros 

Obteniendo una concentración final 

de 10 UI/ml. = 2 microlitros/ml. 
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10.- Pergonal. Solución Base. 

FSH 

LH 

Agua Desionizada Esterilizada al 

O • 9% de NaC 1 • 

Obteniendo una concentración final 

de .02 UI/ml. = 2.5 microlitros/ml. 

Cantidad 

75 ur· 

75 UI 

10 ml 

1.- Medio de Maduración base para ovocitos. Cantidad 

Medio de Maduración. Solución Base 8 ml 

Suero Fetal Bovino 

Piruvato. Solución Base. 

Gentamicina. Solución Base. 

Ajustar el pH a 7.10 ya que este 

llegará a 7.4 al ser filtrado 

con .22 micras. 

2.- Medio TALP-HEPES. 

Talp-Hepes. Solución Base. 

Suero Albumina Bovina 

Piruvato. Solución Base. 

Sulfato de Gentamicina. Solución Base. 

Ajustar el pH a 7.4 - 7.5 y filtrar 

con .22 micras, la osmolaridad se 

debe encontrar 255-270 mOSM. 

2 mi 

100 mic~olitros 

10 microlitros 

Cantidad 

500 ml 

1.5 gr 

5000 microlitros 

250 microlitros 
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RESULTADOS 31 

En el cuadro 1 se muestra la eficiencia en la aspiración del 

ceo de los cinco ensayos real izados previamente al ensayo de 

maduración de eco. De 185 ovarios se obtuvieron 953 ovocitos 

viables (CCO), clasificados como A y B. El promedio de· la 

eficiencia de aspiración fué 5.02 eco por ovario, siendo los rangos 

de 4.17 a 6.17 ovocitos viables por ovario. 

En el cuadro 2 y gráfica 1 se _muestran los porcentajes de 

expansión de células del cúmulus del· ensayo de maduración de 

ovocitos realizado. cuando se compararon los resultados de 

maduración en el ensayo con los cinco tipos de suplementos se 

observó que los tratamientos con FSH-LH y Pergonal presentaron el 

mayor (P > 0.05) porcentaje de ovocitos expandidos comparados con 

los demás tratamientos (86, 94 vs 26, 62 y 48 %, los últimos tres 

SVE, HCG y SFB respectivamente). Por otro lado el tratamiento con 

HCG y SFB tuvieron valores intermedios ( 62 y 48 % respectivamente) 

de expansión que a su vez fueron diferentes (P ·> O. 05 J tanto el

grupo de FSH-LH y Pergonal como al SVE. 

Por el contrario cuando se analizó el porcentaje de ovocitos 

semiexpandidos, se observó que el grupo SVE mostró mayor (P < 0.05) 

número de ovocitos (74 %) con estas características. Los grupos HCG 

y SFB mostraron valores intermedios (38 y 52% respectivamente). 

Por su parte los grupos FSH-LH y Pergonal mostraron los porcentajes 

menores (P > 0.05) de ovocitos semiexpandidos 114 y 6 % 



respectivamente) comparados con los demás tratamientos. 

(Grafica 1). 
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En niguno de los tratamientos se observó la clasificación de 

no expandidos. 

Para hacer una evaluación más certera entre la eficiencia de 

un suplemento con otro se requirió hacer un análisis estadístico 

por medio de la prueba de x• de contingencia de 2X2 (x•c), 

relacionando cada uno de estos suplementos con los demás. 

Se obtuvo una x•c de 2.78 comparando la FSH-LH con Pergonal, 

siendo este resultado menor a la x• de tablas (P > 0.05); por lo 

tanto no hubo diferencia significativa. De la comparación entre 

FSH-LH con SVE se obtuvo una x•c de 32.04, siendo este resultado 

mayor a la x• de tablas (P < 0.05); por lo tanto si hay diferencia 

significativa. Comparando FSH-LH con HCG se obtuvo una x•c de 6.29, 

siendo este resultado mayor a la x• de tablas (P < 0.05); habiendo 

diferencia significativa entre estos tratamientos. En la 

comparación de los tratamientos de FSH-LH con SFB se observó una 

x•c de 14.43, siendo este valor mayor a la x• de tablas (P < 0.05); 

teniendo estos tratamientos diferencia significativa. El resultado 

de x•c entre los tratamientos de Pergonal con SVE es de 43.03, 

valor mayor a la x• de tablas (P < 0.05); teniendo diferencia 

significativa. Comparando el Pergonal con HCG se obtuvo una x•c de 

13.11, siendo este resultado mayor a la x• de tablas (P < 0.05); 

observándose diferencia significativa. La x•c entre Pergonal y SFB 

fué de 23.23, valor mayor a la x• de tablas (P < 0.05); obtiniendo 
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diferencia significativa. El resultado de x•c entre SVE y HCG fué 

de 14.0L siendo mayor al valor de x• de tablas (P < 0.05); 

teniendo estos tratamientos diferencia significativa. Los 

tratamientos de SVE y SFB obtuvieron una x•c de 5.94 siendo este 

valor mayor a la x• de tablas (P < 0.05) ¡ teniendo diferencia 

significativa. Los tratamientos de HCG y SFB tuvieron una x•c de 

1.42, siendo este valor menor a la x• de tablas (P > 0.05)¡ 

observándose que no hay diferencia significativa. 



CUADRO No.1 
COLECCION Y EFICIENCIA EN LA ASPIRACION 

DEL COMPLEJO CUMULUS OVOCITO ( CCO ) 

No. DE ENSAYO No. DE OVARIOS No. DE ceo EFICIENCIA EN 
VIABLES LA ASPIRACION 

1 23 96 4.17 

2 10 60 6.00 

3 40 247 6.17 

4 63 340 5.30 

6 49 220 4.60 

TOTAL 185 953 i · s.o2 

1 

1 

1 

w 
~ 



EFECTO DEL USO DE DIFERENtES SUPLEMENTOS PARA LA 

CUADRO No.2 
MADURACION DE OVOCITOS DE ORIGEN BOVINO 

SUPLEMENTO 

.FSH- LH PERGONAL SVE HCG 

a a b cd 
43 1 50 47 1 50 11 1 43 31 1 50 

EXPANDIDOS ( 86 ) ( 94 ) ( 26 ) ( 62 ) 

a a b cd 
7 1 50 03 1 50 32 1 43 19 1 50 

SEMI EXPANDIDOS ( 14 ) ' ( 6 ) ( 74 ) ( 38 ) 

o 1 50 o 1 50 o 1 43 o 1 50 

NO EXPANDIDOS ( o ) ( o ) ( o ) ( o ) 

DIFERENTES LITERALES INDICAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ( P ' 0.01 ) 

ENTRE PARENTESIS EL PORCENTAJE 

~ 
l'' 
~§ 
t~ 
{") 
;:r.-
( ~ 

t:~ 
¿"' 

~~ 
:'".l 

n 
~· 

e~ 
n 
~ 
\¡>,.. 
' 

SFB 

cd 
23 1 48 

( 48 ) 

cd 
25 1 48 

( 52 ) 

o 1 48 

( o ) 

w 
1.11 



CUADRO No.3 

RESULTADOS ESTADISTICOS ENTRE SUPLEMENTOS 

PROBABILIDAD 
(0.05) 

x2 • 

PROBABILIDAD 
(0.05) 

X 2 • 

FSH-LH/PERG 

> 

2.78 

PERG/HCG 

( 

13.11 

FSH•LH/SVE 

( 

32.04 

PERG/SFB 

( 

23.23 

SH-LH/HCG FSH-LH/SFB PERG/SVE 

e ( ( 

6.29 14.43 43.03 i 
- -- -----

1 
SVE/HCG ~VE/SFB HCG/SFB ! 

( ( > 

14.01 5.94 1.42 

c..> 
O\ 



GRAFICA No.1 PORCENTAJE DE MADURACION·DE CADA 
UNO DE LOS 5 SUPLEMENTOS UTILIZADOS 
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A 

B 

A) OVOCITO DESNUDO 

B) OVOCITO EXPANDIDO 

C) OVOCITO C0!1PACTO 

D) OVOCITO EXPANDIDO 

El ACERCAMIENTO DE UN OVOCITO EXPANDIDO 
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DISCUSION 40 

De los resultados observados en el cuadro 1 se obtuvo que la 

media de aspiración de ovocitos viables a madurar (5.02) por ovario 

fué menor a lo reportado por (26) que obtuvo una media de (5.5) eco 

por ovario y por (29) y (14) que fueron de 10 y 9.9 ovocitos por 

ovario respectivamente. Este bajo promedio en la aspiración 

probablemente fué debido a fallas en la aspiración y búsqueda de 

ovocitos a través del microscopio, ya que existen investigaciones 

por las cuales se podría esperar que en la fecha en que se realizó 

en trabajo debió de presentarse un mayor potencial gonadal.(7) 

Se ha demostrado que el porcentaje de animales con estructuras 

ováricas en el mes de Septiembre fué de 100%, Junio 93.9% y Julio 

95.9%, este reporte fué hecho bajo condiciones de clima tropical 

húmedo en el rastro Municipal de Chetumal, Q. Roo. (7) 

El criterio para la clasificación utilizado en este trabajo 

para la elección de ovoci tos para la maduración in vi tro puede 

compararse con la clasificación hecha por (22) quien los clasifica 

dentro de tres categorías dependiendo de las apariencias generales 

de los ovocitos; "buenos" donde ellos están completamente rodeados 

por una capa densa de células de la granulosa, "regulares" si están 

rodeados por una capa de células de la granulosa y "pobres" si son 

anormales o deformes. (22) Considera que los ovocitos de la primera 

categoría representan aproximadamente el 25% del total de la 

colección y los comprende como el mejor grupo capaz de madurarse in 

vitro. (24), (33) y (11) Solamente aislaron y utilizaron ovocitos 

con densas y compactas células del cúmulus y un ooplasma homogeneo 
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para la maduración in vitro de ovocitos equinos y bovinos 

respectivamente. (16) y (36) Consideran que son más aptos para 

madurase in vitro ovocitos rodeados por células del cúmulus 

compactas obteniendo una proporción más alta de desarrollo 

embrionario. 

Por otra parte al analizar los resultados observados en cuanto 

a dispersión de células del cúmulus de los ovocitos, se coincidió 

en clasificarlos en: expandidos, semiexpandidos y no expandidos, en 

la clasificación hecha por (4) por su grado de maduración in vivo: 

en donde la equivalencia es la siguiente: Maduros igual a 

Expandidos, Intermedios igual a Semiexpandidos, Inmaduros igual a 

no Expandidos y Atrésicos igual a ovoci tos no aptos para la 

~aduración in vitro. 

Los criterios para evaluar la maduración son muy diversos. 

Son pocos los que evaluan la maduración en base a la expansión de 

las células del cúmulus como lo son (37), (4) y (33). Sin embargo 

otros utilizan el porcentaje de penetrabilidad del espermatozoide 

al óvulo (19), cambios de la meiosis (4) y (28). 

Pueden ser comparables los resultados de los ovocitos 

expandidos del presente trabajo con los ovocitos penetrables de 

algunos autores, ya que se puede considerar como más fáci !mente 

penetrable los ovocitos expandidos por la relación que guardan en 

la distancia una de otra células del cúmulus al expanderse en 

vi tro. 

El proceso de la reacción acrosomal permite o faci 1 ita la 

transposición del espermatozoide capacitado a través de las 

investimentas del ovocito para fertilizarlo, algunas de las en2imas 
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del acrosoma que penetran las investimentas son: hialuronidasa, que 

dispersa las células del cúmulus; estearasas, que ayuda a la 

penetración de la corona radiada; acrosina, ayuda a la disolución 

de la zona pelúcida, y otras como las fosfatasas acidas, 

fosfol ipasas A, etc. que ayudan a la fusión membrana! de los 

gametos. (38) 

Los resultados de este trabajo en cuanto a los ovoci tos 

expandidos utilizando el medio TCM-199 con el suplemento de SFB que 

fué de 48%, comparado con (36) y (28) que obtuvieron 62.9 y 62.8% 

expandidos y logrados a metafase II respectivamente, utilizando el 

mismo suplemento; y (20). obtuvo un 73% de penetrabilidad también 

utilizando SFB pero adicionando FSH; se observa que son mayores 

estos resultados y esto pudo ser debido a varios factores como son 

la baja calidad de sueros por guardarlos por largo tiempo ya que no 

se contaba con una fuente de obtención segura, o por posibles 

contaminaciones y fallas en el equipo. 

El resultado de 26% en la expansión de ovoci tos ·con el 

suplemento de SVE también se observa bajo comparándolo con los 

resultados de (19) y (28) que fueron de 31% y 56% pénetrados y 

logrados a metafase II respectivamente, esta baja en la maduración 

también pudo deberse por los factores antes mencionados. 

Los resultados obtenidos con los suplementos FSH-LH y Pergonal 

en este trabajo fuá de 86 y 94% respectivamente de ovocitos 

expandidos comparado con (20) que obtuvo un 73% de penetrabilidad 

adicionado además con SFB, y con (34) que obtuvo un 30% de ovocitos 

en Metafase II, y con (27) que obtuvo un 76% de penetrabilidad; 

utilizando todos ellos FSH; aquí se observa que son más altos los 
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porcentajes en este trabajo, esto pudo ser debido a que se usaron 

dosis adecuadas en los tratamientos. Se cree que la utilización de 

Perqonal en uno de los suplementos dió casi los mismos resultados 

que la FSH-Scherinq ya que este contiene también qonadotropinas 

necesarias para una maduración óptima. 

Normalmente en el orqanismo de una hembra el crecimiento 

folicular es estimulado a partir de las qonadotropinas FSH y LH; el 

desarrollo final depende solamente de la elevación de la LH. 

(35). 
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1.- Tanto el Pergonal como la FSH son suplementos efectivos en la 

maduración de ovocitos in vitro de bovinos, sin embargo el Pergonal 

tiene la ventaja de tener disponibilidad en México y no asi como la 

FSH (Schering} de origen extranjero. 

2.- La eficiencia de los cinco suplementos utilizados en el medio 

TCM-199 son: en primer lugar FSH-LH y Pergonal, en segundo lugar 

SFB y HCG; y por último SVE, que se expresa por el grado de 

expansión de las células del cúmulus. 

3.- El mayor desarrollo de las células del cúmulus se muestra en 

los tratamientos de FSH-LH y Pergonal, entre los que no hubo una 

diferencia estadística significativa. 

4.- Aunque es evidente la ventaja de contar en nuestro país con los 

requerimientos para esta técnica, hacen falta estudios desde el 

punto de vista económico para evaluar el impacto del ahorro 

económico con le uso de esta hormona (Pergonal} en todo el sistema 

de producción lineal de embriones in vitro. 
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