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RESUMEN 

 

El objetivo de esta tesis fue el de optimizar el uso de semen sexado en embriones bovinos 

producidos in vitro (PIVE). Para ello se realizaron tres estudios con el fin de evaluar: diferentes 

medios de fecundación in vitro (FIV): M199-FERT, fluido oviductal sintético (SOF-FERT) y 

Tirodes-albúmina-lactato-piruvato (TALP) (Estudio 1); agentes hiperactivadores de la motilidad 

espermática y tiempos de fecundación (Estudio 2) y mini-coloides de densidad variable (Estudio 

3). En el Estudio 1, complejos ovocito-cumulus (COCs) fueron fecundados con semen sexado. 

Se analizó el clivaje, polispermia, formación de blastocitos, calidad embrionaria y capacidad de 

eclosionar. Los resultados mostraron que el medio de fecundación afectó la tasa de clivaje, 

desarrollo embrionario, calidad y capacidad de eclosión. En el Estudio 2, factores 

hiperactivadores de la motilidad: cafeína (CA), teofilina (TH) y CA + TH fueron testados al igual 

que la duración de la fecundación (8 hs versus 18 hs). Los factores hiperactivadores de la 

motilidad afectaron las tasas de clivaje y desarrollo embrionario, mientras que el acortamiento de 

la fecundación no afectó la producción embrionaria. Finalmente, en el Estudio 3 se analizaron 

diferentes mini-coloides de densidad continuos y discontinuos. La tasa de recuperación y 

viabilidad espermática y la calidad seminal se vio afectada por el tipo de mini-coloides de 

densidad. La mono-capa de densidad continua al 80% y el medio SOF-FERT combinado con CA 

+ TH resultaron ser la mejor combinación para obtener la mayor tasa de recuperación, viabilidad 

y calidad espermática, tasa de clivaje, desarrollo embrionario, calidad embrionaria y capacidad 

de eclosión.  

 

ABSTRACT 

 

The aim of this thesis was to optimize the use of sexed semen in bovine in vitro-derived embryos 

(PIVE). For this purpose, three studies were carried out to evaluate: different fertilization media, 

namely M199, synthetic oviductal fluid (SOF) and Tyrode’s albumin–lactate–pyruvate (TALP), 

(Study 1); sperm motility hyperactivating factors and fertilization length (Study 2) and mini-colloids 

density layers (Study 3). In Study 1, oocyte-cumulus complexes (COCs) were fertilized with 

sexed semen. Cleavage, polyspermy, blastocyst formation, embryo quality and hatching ability 

were analyzed. The results showed that the fertilization medium affected cleavage rate, embryo 

development, embryo quality and hatching. In Study 2, motility hyperactivating factors: caffeine 

(CA), theophylline (TH) and CA + TH were tested along with oocyte–sperm coincubation time (8 h 

versus 18 h). The motility hyperactivating factors affected cleavage and embryo development 
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rates, whereas shortening the fertilization length did not affect embryo production performance. 

Finally, different continuous and discontinuous density mini-colloids were analyzed in Study 3. 

Sperm recovery, viability and semen quality were affected by the type of mini-colloid density. The 

mini single-continuous 80% density layer and SOF-FERT medium combined with CA + TH 

resulted as the best combination to obtain the highest sperm recovery rate, viability and sperm 

quality, cleavage, embryo development, embryo quality and hatching rates. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Producción in vitro de embriones 

1.1.1. Generalidades: Utilización y eficiencia de la PIVE 

 

La población mundial hoy está estimada en 7000 millones y según los últimos estudios 

realizados por el United States Census Bureau, la misma crecería a razón de 1000 millones de 

habitantes cada 11 años. Esta situación demográfica pone de manifiesto la necesidad global por 

producir alimentos en cantidad y calidad. A esto se le suma la condición de producirlos de 

manera sustentable y en armonía con el medio ambiente. En este sentido, la ganadería podría 

realizar un importante aporte pero para ello debe contar con herramientas eficientes, que 

maximicen la productividad, el potencial biológico y genético de los animales a un ritmo mucho 

más rápido que lo alcanzado por la reproducción convencional/natural (Cunningham, 1999, 

Smidt y Niemann, 1999, Bulfield, 2000, Andrabi y Maxwell, 2007). 

 

Ante este contexto, las asociaciones de criadores y productores ganaderos recurrieron a las 

herramientas disponibles para identificar a los mejores reproductores mediante programas de 

selección y mejora genética. Una vez identificados los animales “superiores” se requiere el inicio 

del proceso de multiplicación de esos individuos mediante técnicas reproductivas. Desde el 

punto de vista histórico, gracias a los conocimientos adquiridos principalmente en el área de 

control de la dinámica folicular, dominancia folicular y efectos de la hormona folículo estimulante 

(FSH) a nivel ovárico, se inician las primeras pruebas de superestimulación folicular y colecta de 

embriones. El primer ternero producto de la transferencia o trasplante de un embrión (TE) fue en 

1951 (Willett y col., 1951). La tecnología alcanzó su apogeo en los años ´70 cuando la industria 

ganadera comenzó a importar genética en forma de embriones de razas británicas en lugar de 

ganado en pie. Las principales ventajas que observaron los usuarios de la época era la 

disminución del costo al evitarse largas cuarentenas y mayores seguridades sanitarias. El 

desarrollo de una técnica práctica de colecta y transferencia de embriones no quirúrgica apta 

para ser utilizada en condiciones de campo fue el motivo principal de su adopción por parte de 

los ganaderos y profesionales (Elsden y col., 1976, Rowe y col., 1976, Greve y col., 1977, Baker 

y Jillella, 1978, Brand y col., 1978, Sreenan, 1978, Tervit y col., 1980). La posibilidad de 

maximizar la capacidad reproductiva tanto del macho como de la hembra despertó un gran 

interés ya que, sumado a la posibilidad de congelar los embriones resultantes de la colecta 

(Maurer, 1978, Polge y Willadsen, 1978, Leibo, 1984), permitió un rápido avance y progreso en 
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los núcleos genéticos de cabañas y establecimientos ganaderos. En la especie bovina, la 

estimulación supernumeraria de los folículos ováricos por medio de FSH permitiría obtener entre 

4 a 7 embriones trasferibles por donante colectada (Bó y Mapletoft, 2014, Hasler, 2014). Cabe 

destacar que el número de embriones transferibles por donante superovulada y colectada no se 

ha modificado de manera significativa en los últimos años. La tasa de ovocitos no fertilizados y la 

variabilidad de la respuesta superovulatoria serían los factores que más afectan a la eficiencia 

global del MOET (Hasler, 2003, Mapletoft y Hasler, 2005, Bó y Mapletoft, 2014). La cantidad de 

colectas y embriones transferibles derivados de MOET (o in vivo) parecería haberse estabilizado 

en los últimos años mientras que la producción de embriones in vitro mantiene una tasa de 

crecimiento promedio anual del 13% (Figura 1). 
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Figura 1: Evolución de los embriones bovinos producidos in vitro e in vivo registrados por la International 

Embryo Transfer Society a nivel mundial (IETS, http://www.iets.org/comm_data.asp) 

 

De manera casi contemporánea a los trabajos en MOET se comenzó a estudiar los mecanismos, 

fisiología y comportamiento de las gametas in vitro. Así se iniciaron los primeros estudios 

produciendo embriones de ovocitos madurados y fecundados in vitro (Sreenan, 1970, Tervit y 

col., 1972a, Brackett, 1973, Iritani y Niwa, 1977, Kanagawa, 1979), a los cuales le siguieron 

publicaciones mostrando preñeces y nacimientos (Newcomb y col., 1978, Brackett y col., 1982, 

Lu y col., 1987, Xu y col., 1987, Goto y col., 1988, Fukuda y col., 1990). Estos logros 

promovieron el uso de PIVE utilizando ovarios colectados en el matadero o de vacas 

ovariectomizadas (ver Figura 2). De esta forma es factible extraer una gran cantidad de ovocitos 

http://www.iets.org/comm_data.asp
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provenientes de hembras que han cumplido su ciclo productivo y generar embriones a bajo 

costo. Esta modalidad tuvo un auge importante con la llegada al mercado del semen sexado y la 

posibilidad de transferir embriones sexados en gran escala en los establecimientos lecheros 

comerciales (Gordon, 2003d, Hansen y Block, 2004, Hansen, 2006, Wilson y col., 2006, Xu y 

col., 2006, Xu y col., 2009). 

 

 
Figura 2: Esquema de producción in vitro de embriones (PIVE) bovinos (Palma, 2008) 

 

Si bien esta modalidad sigue vigente, la recuperación de ovocitos de hembras vivas, copiando el 

sistema de recolección de ovocitos humanos en los centros de fertilidad asistida, otorgó a la 

técnica PIVE ventajas adicionales. Hacia fines de los ´80 aparecen los primeros reportes de la 

técnica de aspiración folicular guiada por ultrasonografía (Callesen y col., 1987, Pieterse y col., 

1988) y en poco tiempo comienza a extenderse su uso en centros genéticos. Este desarrollo de 

la técnica OPU vino de la mano de avances y progresos en el entendimiento de los procesos 
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básicos de las etapas de PIVE (Brackett, 1985, First y Parrish, 1987, Sirard y col., 1988, 

Leibfried-Rutledge y col., 1989, Gordon y Lu, 1990). La OPU comienza a mejorar su tasa de 

recuperación como consecuencia de la mejora en los equipos de ultrasonido y a un mayor 

entendimiento de los efectos de la presión de aspiración, el tamaño, diámetro de la aguja y 

circuito de colecta, entre otros, sobre la competencia del ovocito y el posterior impacto en el 

desarrollarlo embrionario (Kruip y col., 1991, Pieterse y col., 1991, Bols y col., 1996). En EE.UU. 

recién comienza a conocerse la técnica a nivel comercial hacia fines de los ´90. Para ese 

entonces era utilizada principalmente para producir embriones de hembras “problemas” que por 

algún motivo no generaban embriones viables por la técnica de superestimulación, colecta y TE 

convencional (Galli y col., 2001). Por esta razón el desarrollo comercial de esta tecnología fue 

muy lento y recién tuvo su auge con la aparición del semen sexado (Johnson, 1995, Welch y 

Johnson, 1999). 

 

Otra forma de ver o analizar la eficiencia de la técnica PIVE es a través de la capacidad de 

maximizar el uso de los ovocitos en cada ciclo estral o vida productiva de la donante. Los 

ovocitos de todas las hembras de mamíferos se forman durante el desarrollo fetal. Éstos se 

encuentran alojados en el interior de los folículos primordiales (de cientos a miles) y abastecerán 

las necesidades de toda la vida reproductiva del animal (Adams y Singh, 2014, Albertini, 2015). 

El número aproximado de folículos primordiales en la especie bovina es de >200.000 por ovario 

al nacimiento (Erickson, 1966b, Erickson, 1966a, Gordon, 2003a, Silva-Santos y col., 2011). Los 

folículos primordiales representan la unidad fundamental de desarrollo del ovario de los 

mamíferos. A lo largo del ciclo estral ocurren etapas sucesivas de crecimiento y regresión de 

folículos antrales que conducen al desarrollo de los folículos preovulatorios, constituyendo lo que 

denominamos dinámica folicular (Ginther y col., 1989, Lucy y col., 1992, Adams y col., 2008). A 

partir del nacimiento, de la reserva de los folículos primordiales se deriva el desarrollo o 

reclutamiento secuencial de grupos de folículos. El proceso de desarrollo de los folículos es de 

forma ininterrumpida y su duración es de aproximadamente 60 días. El folículo primordial es no 

gonadotropo-dependiente, y a medida que avanza en su crecimiento, se activan cambios 

estructurales y funcionales que lo convierte en folículo primario, folículo secundario o pre-antral, 

folículo terciario, cavitario o antral y finalmente folículo preovulatorio o de Graff (ver Figura 3) 

(Ginther y col., 1997, Aerts y Bols, 2010b, Aerts y Bols, 2010a).  
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Figura 3: Representación simplificada de la foliculogénesis y crecimiento del ovocito en mamíferos 

(Collado-Fernandez y col., 2012) 

 

Las etapas de folículo primordial, primario y secundario, el crecimiento es no dependiente de las 

gonadotrofinas hipofisiarias (FSH y LH), mientras que a partir de la formación de la cavidad 

antral el folículo comienza a ser sensible a las gonadotrofinas para luego transformarse en 

dependiente (Orisaka y col., 2009). El proceso de desarrollo folicular se compone de tres fases o 

etapas: reclutamiento, selección y dominancia. Durante la fase de reclutamiento, una cohorte de 

folículos comienza a crecer por la influencia de las gonadotrofinas, especialmente la FSH. El 

diámetro de los folículos es de 4-5 mm y la cantidad de folículos involucrados por ovario es de 5-

6. A continuación, se produce la selección donde el folículo más desarrollado bloquea el 

crecimiento de sus pares contemporáneos. Durante esta etapa el folículo dominante continúa 

creciendo, mientras que los restantes folículos sufren un proceso de atresia fisiológica. El folículo 

dominante de la última onda folicular se transformará en el folículo ovulatorio (Fortune y col., 

1991, Webb y col., 1992, Adams, 1999, Driancourt, 2001, Fortune y col., 2001, Lucy, 2007a).  

 

La eficiencia de multiplicar hembras preseleccionadas por mérito genético y/o cualidad 

productiva es muy baja si consideramos la extensa reserva de folículos primordiales en los 

ovarios de las hembras. Bajo un programa de multiplicación por servicio natural o inseminación 

artificial, la utilización del potencia genético de ese animal es extremadamente bajo. Si en 

cambio se utilizan técnicas reproductivas más avanzadas que incrementen la tasa de ovulación o 

reclutamiento de folículos y si además, el procedimiento puede realizarse de manera repetida, la 

eficiencia se incrementa significativamente. 

 

Si comparamos el desempeño productivo final entre la producción in vivo de embriones a través 

de la superovulación y colecta de embriones convencional y la producción in vitro de embriones 
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(PIVE), la cantidad de gestaciones totales y hembra por año sería superior cuando se utiliza 

OPU-PIVE (Pieterse y col., 1988, Kruip y col., 1991, Pieterse y col., 1991, Kruip y col., 1994). La 

posibilidad de producir un gran número de terneros con rasgos de producción conocida y acortar 

así el intervalo generacional en programas de cría fue avanzando y progresando principalmente 

de la mano de la selección genómica (SG). La SG aumentó aún más la presión de selección y la 

necesidad de multiplicar a una mayor velocidad a los animales con alto valor del índice de 

rendimiento total genómico (GTPI) (Goddard y Hayes, 2007, Hayes y col., 2009, Ponsart y col., 

2013, Kasinathan y col., 2015). Esto trajo aparejado la necesidad de aspirar y producir 

embriones de terneras prepuberes para sacar provecho del resultado genómico logrado (Duby y 

col., 1996, Khatir y col., 1998b). Nuevamente la OPU-PIVE resultó ser la mejor alternativa para 

animales jóvenes en comparación con la TE clásica (Kasinathan y col., 2015).  

 

Las proyecciones de la capacidad de producción por parte de PIVE en comparación con MOET 

marcan una diferencia de 3-4 veces a favor de PIVE. Si bien la productividad y plasticidad de 

PIVE no estaría mayormente objetada, la técnica presenta ciertos desafíos. Entre ellos, la baja 

congelabilidad de los embriones representa el mayor obstáculo de la técnica para lograr una 

mayor penetración en el mercado comercial tanto a nivel doméstico como en la comercialización 

de germoplasma a nivel internacional. 

 

1.1.2. Obtención de los ovocitos 

 

La recuperación de los ovocitos se puede realizar por aislamiento de los folículos, disección, 

aspiración por vacío (mediante jeringa o bomba), corte de los folículos (“slicing”) o por lavado del 

oviducto (Gordon, 2003g, Wang y col., 2007). La elección de la técnica dependerá del objetivo 

que se persigue; es decir, si se requiere recuperar ovocitos pre o post-ovulación, de hembras 

faenadas o ganado en pie, colecta única de ovocitos o de manera repetida. 

 

1.1.2.1. Colecta de ovocitos de ovarios de matadero 

 

Los métodos para colectar ovocitos bovinos de folículos antrales de ovarios provenientes del 

matadero son la aspiración manual mediante jeringa y aguja hipodérmica y la aspiración con 

bomba de vacío (Fry y col., 1997). La técnica de slicing se utiliza en muchas ocasiones de 

manera complementaria a la aspiración manual con jeringa o por bomba de vacío con el objetivo 

de maximizar la eficiencia de recuperación sobre todo cuando los ovarios son escasos o 
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limitados, o cuando se trata de hembras valiosas (Takagi y col., 1992, Mantovani y col., 1999). 

Otros autores señalan que la combinación entre aspiración manual con jeringa y slicing no 

tendría beneficios adicionales aumentando proporcionalmente la recuperación de COCs (ver 

Figura 4) (Gordon, 2003g, Zarcula y col., 2012). En otros escenarios La eficiencia de 

recuperación del corte de los folículos o slicing sería del doble en comparación con la aspiración 

manual con jeringa o bomba de vacío (ver Tabla 1) (Vajta y col., 1996, Mantovani y col., 1999, 

Wang y col., 2007). Sin embargo, el rendimiento de la técnica dependería en gran medida de la 

destreza del operador, requiere de un tiempo operativo más prolongado y aumentaría el riesgo 

de una posible contaminación (Gordon, 2003g). El mayor número de ovocitos recuperados por el 

corte de los folículos se debe presumiblemente al hecho de que la técnica permite recuperar no 

solo los folículos visibles en la superficie del ovario si no también los alojados en la región 

cortical del ovario. Al combinar los folículos superficiales con los corticales se pueden lograr 

tasas de recuperación superiores a las otras metodologías de colecta de ovocitos (Arlotto y col., 

1996). La aspiración de folículos de ovarios provenientes de matadero no ha sido tan estudiada 

como la aspiración folicular guiada por ecografía. En términos generales se ha privilegiado a la 

elección de una metodología rápida y eficiente para la aspiración de los ovarios y que minimice 

riesgos de contaminación y seguridad para el operador. La aspiración manual mediante jeringa 

(5-10 ml) y bomba de vacío calibrada para lograr un flujo de 12-15 ml/min han tenido gran 

aceptación entre los laboratorios de investigación y comerciales de PIVE (Fry y col., 1997, 

Besenfelder y col., 2000, Gordon, 2003g, Ulloa y col., 2015). En la especie bovina, usualmente 

se aspiran folículos entre 2 hasta 8 mm de diámetro utilizando agujas hipodérmicas descartables 

de 18 a 22 G conectadas a jeringas de 5 a 20 ml o bombas de vacío. Al igual que la aspiración 

guiada por ultrasonografía (OPU), el tamaño de la aguja, el diámetro y longitud del circuito y la 

presión de aspiración ejercen una gran influencia en la tasa de recuperación, calidad del ovocito 

y consecuencias posteriores durante el desarrollo in vitro (Carolan y col., 1994, Hashimoto y col., 

1999, Besenfelder y col., 2000, Alm y col., 2008).  
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Figura 4: Eficiencia en la recuperación de COCs mediante aspiración manual con jeringa, slicing y la 

combinación de ambas (Zarcula y col., 2012) 

 

Tabla 1: Efecto de la aspiración folicular sobre la tasa de recuperación y calidad de los ovocitos 

de ovarios Holando provenientes del matadero (Wang y col., 2007) 

Método de aspiración 
Total de 

ovocitos/ovario 

Calidad de ovocitos/ovario 

A B C D 

Corte de folículos (“slicing”) 9,6a±0,4 4,2a±0,2 2,0±0,3 1,8±0,3 1,6±0,1 

Punción sumergida 9,7a±0,4 4,6a±0,1 1,7±0,2 2,1±0,1 1,2±0,2 

Aspiración manual con jeringa 5,8b±0,3 1,2b±0,2 2,4±0,1 1,0±0,1 1,1±0,2 

Aspiración con bomba de vacío 5,6b±0,2 1,4b±0,2 2,1±0,1 1,5±0,3 0,5±0,1 

Valores con letras diferentes en la misma columna difieren (p<0,05) 

 

La presión de vacío aplicada durante el proceso de aspiración de los folículos ováricos estaría en 

estrecha relación con el porcentaje de los ovocitos recuperados y su calidad (Kruip y col., 1994, 

Bols y col., 1995, Ward y col., 2000b). Ciertos autores señalan que generalmente se obtienen 

más ovocitos cuando la presión de vacío supera los 130 mmHg (Yuzpe y col., 1989, Pieterse y 

col., 1991, Bols y col., 1995, Bols y col., 1996), mientras que otros registran una disminución 

lineal en el porcentaje de los ovocitos obtenidos por encima de 30 mmHg (Ward y col., 2000b). 

Esto puede deberse al colapso del folículo alrededor de la aguja por la alta presión, evitando así 

el flujo o salida del líquido folicular y/o produciendo la retención del ovocito dentro del folículo. 

Durante la aspiración folicular, los ovocitos pueden sufrir daños por la presión de vacío, diámetro 

de la aguja, la longitud y diámetro de la conexión entre la aguja y el tubo, la posible turbulencia 
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generada, entre otros (Horne y col., 1996, Hashimoto y col., 1998b, Gordon, 2003g, Bols, 2005, 

Rose, 2014). Una presión de aspiración por encima de 100 mmHg disminuiría la cantidad y 

calidad de ovocitos debido al daño mecánico provocado por la remoción de las células del 

cumulus y en consecuencia, un aumento de los ovocitos parcial o completamente desnudos 

(Kruip y col., 1994). La presión de vacío exacta en la punta de la aguja depende de la 

construcción del dispositivo de aspiración, la longitud y el diámetro del sistema de tubería, y el 

diámetro de la aguja (Fry y col., 1997, Besenfelder y col., 2000, Carter y col., 2002, Wang y col., 

2007). Cabe aclarar que las condiciones óptimas para la recuperación de los ovocitos de ovarios 

de matadero no son necesariamente las mismas o aplicables para animales vivos y vice versa. 

Ciertos estudios comparativos sobre los efectos de la presión de aspiración y el diámetro de la 

aguja en relación a la eficiencia de recuperación de ovocitos de ovarios matadero resultó que 

para los ovarios de matadero, la tasa más alta de recuperación de ovocitos fue utilizando agujas 

18 G y 40 mmHg de presión negativa de vacío (Hashimoto y col., 1998b, Hashimoto y col., 1999) 

mientras que para animales vivos se requeriría de agujas más grandes (17 G) y presión de vacío 

superiores (>55 mmHg) (Bols y col., 1996, Bols y col., 1997, Fry y col., 1997, Bols, 2005). Estos 

elementos deben ser tenidos en consideración ya que mantendrían una relación directa con la 

tasa de recuperación, calidad de los ovocitos obtenidos, competencia de desarrollo y producción 

de blastocistos (ver Tabla 2) (Vos y col., 1999, Ward y col., 2000b, Wang y col., 2007). 

 

Tabla 2: Efecto de la aspiración folicular sobre la tasa de clivaje y desarrollo embrionario de 

ovocitos recuperados de ovarios Holando de matadero (Wang y col., 2007) 

Método de aspiración 
% Clivaje % Blastocistos 

A B A B 

Corte de folículos (“slicing”) 77,8±3,4 70,1±3,1 27,8±4,6 21,6±2,4 

Punción sumergida 74,2±3,1 71,8±2,8 25,1±1,5 23,8±2,2 

Aspiración manual con jeringa 81,1±3,3 75,1±4,1 28,4±2,6 23,3±3,1 

Aspiración con bomba de vacío 79,3±4,3 74,6±4,5 28,3±2,1 19,7±1,8 

 

Otras comparaciones respecto a la aspiración manual con jeringa y corte de folículos (“slicing”) 

mostraron que el slicing tomó tres veces más de tiempo por ovario en relación a la aspiración 

manual, pero su rendimiento fue tres veces superior (ver Tabla 3 y Tabla 4) (Carolan y col., 

1994). En términos de la eficiencia del trabajo de recuperación de ovocitos, el slicing provee la 

misma cantidad de ovocitos por unidad de tiempo que la aspiración manual, pero con muchos 
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menos ovarios (Carolan y col., 1994). Otros informaron que el número de ovocitos recuperados y 

el número de blastocistos obtenidos fue aproximadamente el doble en slicing en comparación 

con la aspiración (Vajta y col., 1996, Mantovani y col., 1999). Los métodos de extracción de 

ovocitos de los ovarios bovinos (disección, aspiración y slicing) pueden verse afectados por 

destreza del operador. Si bien la habilidad del operador no tuvo efecto significativo en la calidad 

de los ovocitos recuperados, los aspiradores calificados recuperaron más ovocitos en un lapso 

de 10 minutos en comparación con los principiantes (5,0 vs. 3,5), respectivamente (Mantovani y 

col., 1999). Otro factor a tener en cuenta es la condición fisiológica de la donante (preñada o 

vacía) y su condición corporal. Una mayor cantidad de COCs y de mejor calidad se colectarían 

de hembras con buena condición corporal y preñadas (Fazio y col., 1999). 

 

Tabla 3: Número y calidad ovocitos por ovario obtenidos por aspiración manual con jeringa o por 

corte de folículos “slicing” (Carolan y col., 1994) 

Método de aspiración 
Calidad de ovocitos/ovario 

Total 
A B C D E F 

Aspiración manual con jeringa 4.3a 2.5a 1.7a 3.1a 1.4a 0.7 13.9a 

Corte de folículos (“slicing”) 17.1b 3.1b 7.5b 5.1b 9.8b 1.7 44.2b 

Valores con letras diferentes en la misma columna difieren (p<0,05) 

 

Tabla 4: Productividad entre ovocitos obtenidos por aspiración manual con jeringa o por corte de 

folículos “slicing” (Carolan y col., 1994) 

Método de aspiración % Clivaje % Blastocistos Embriones/Ovario 

Aspiración manual con jeringa 82,3 23,2 0,96ª 

Corte de folículos (“slicing”) 84,7 27,6 3,3b 

Valores con letras diferentes en la misma columna difieren (p<0,05) 

 

Además de la técnica de recuperación de ovocitos de ovarios de matadero propiamente dicha, 

existen otras variables que pueden afectar la eficiencia del proceso. Algunos de estos factores ya 

fueron mencionados como por ejemplo el tiempo total invertido entre el inicio de la colecta y la 

carga final de los COCs lavados en la placa de maduración. El método slicing podría tener un 

rendimiento superior en comparación con la aspiración manual por jeringa o bomba de vacío, 

pero el tiempo de procesamiento podría verse aumentado al requerir un tiempo de búsqueda 

extendido para identificar los COCs en la placa y de lavado producto del exceso de material 

adherido y minimizar el riego de contaminación. Otros factores involucrados en la eficiencia 
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global de la recuperación de los ovocitos provenientes del matadero, es la cuestión del intervalo 

de tiempo entre la faena de los animales y la extracción del ovocito del folículo y la temperatura 

de transporte (Gordon, 2003g). En general, los ovarios se procesan dentro de las 2 horas 

posteriores de producida la faena. La temperatura de transporte rondaría los 30ºC. La 

competencia de desarrollo de ovocitos aspirados de ovarios almacenados durante intervalos de 

tiempo extendidos (>24 h) y temperaturas inferiores a los 20ºC y superiores a 41ºC, se vería 

seriamente afectada (Gordon, 2003g). En rigor, existen pocos reportes sobre el efecto del 

intervalo faena-maduración en la calidad de los ovocitos bovinos recuperados y su potencial de 

desarrollo, expresión génica y capacidad de implantación. El almacenamiento de los ovarios a 

37-39º C durante 5-8 h disminuiría la tasa de maduración de los ovocitos colectados y su 

capacidad de convertirse en blastocitos después de la fertilización in vitro (Yang y col., 1990, 

Nakao y Nakatsuji, 1992, Abe y Shioya, 1996). Una temperatura de almacenamiento en torno a 

los 10ºC durante un tiempo no superior a las 24 h no afectaría la tasa de maduración o el 

potencial de desarrollo de los ovocitos en comparación a temperaturas superiores (20ºC) y bajas 

(0ºC) y durante tiempos prolongados (48 y 72 h) (Matsushita y col., 2004). Otros estudios 

mostraron que el almacenamiento de los ovarios a 37ºC durante 8 h disminuyó 

significativamente tanto el clivaje como la tasa de desarrollo embrionario (Yang y col., 1990). Sin 

embargo, el almacenamiento de los ovarios a 25ºC durante un máximo de 11 h no afectaría las 

tasas de clivaje y desarrollo embrionario (Yang y col., 1990). Otras publicaciones señalan que el 

almacenamiento de ovarios a 15-21ºC durante 24 h no afectaría la tasa de maduración, tasa de 

clivaje, y la tasa de desarrollo a blastocisto (Schernthaner y col., 1997). A bajas temperaturas 

(rango 4-10ºC), el efecto del almacenamiento parece ser similar al que sucede a altas 

temperaturas influyendo negativamente en las tasas de clivaje y formación de blastocistos ya a 

partir de 4 h de conservación (Yang y col., 1990, Nakao y Nakatsuji, 1992, Abe y Shioya, 1993, 

Abe y Shioya, 1996). 

 

Las posibles causas y efectos del desempeño in vitro de los ovocitos colectados de ovarios de 

matadero almacenados por un período de tiempo prolongado estarían relacionadas a la 

detención del flujo e irrigación de sangre a los ovarios, y los ovocitos experimentan una condición 

isquémica. Numerosos estudios han demostrado que ésta condición isquémica puede dar lugar a 

diversos cambios adversos en los folículos, incluyendo la falta de oxígeno, la acumulación de 

desechos producto del metabolismo, disminución de la concentración de glucosa y aumento del 

índice de apoptosis en células de la granulosa (Hyttel y col., 1997, Gordon, 2003f, Gordon, 

2003g, Sirard y col., 2006, Wang y col., 2011, Albertini, 2015). Para aliviar o minimizar éstos 
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efectos adversos, el tiempo de almacenamiento de ovario debe ser tan corto como sea posible 

(Wang y col., 2011). Sin embargo, esto no siempre es fácil de controlar debido a una serie de 

factores. El frigorífico ajusta el inicio y fin de cada faena de acuerdo a sexo, número y peso de 

los animales, necesidad de mantener animales juntos por cliente u origen, capacidad de 

enfriamiento en las cámaras, momento en que llegan los animales, distribución de la carne 

envasada, etc. El otro factor es la distancia entre el matadero y el laboratorio. La disminución de 

la temperatura de almacenamiento de ovario es otra estrategia utilizada para aliviar los efectos 

adversos causados por condiciones isquémicas durante el transporte ovario (Wang y col., 2011). 

Ovocitos expuestos a bajas temperaturas durante el transporte ovárico acusaron también 

algunos efectos adversos como el endurecimiento de la zona pelúcida, alteración de los 

microtúbulos y el citoesqueleto, y membranas citoplasmáticas dañadas (Arav y col., 1993, 

Schmidt y col., 1993, Aman y Parks, 1994, Zeron y col., 1999, Ghetler y col., 2005, Ambrosini y 

col., 2006). 

 

Estudios publicados muestran evidencia que la competencia de desarrollo de ovocitos bovinos 

se podría mejorar incubando los ovarios durante algunas horas antes de la aspiración de los 

folículos. El mantenimiento de los ovarios, luego de la faena, a temperaturas cercanas a 30°C 

durante 3-4 horas habría mejorado significativamente la competencia de desarrollo de los 

ovocitos (Blondin y col., 1995, Sirard y Blondin, 1996, Blondin y col., 1997a). Los autores 

sugirieron que un tiempo de 4 horas después de la faena pudo haber creado un microambiente 

folicular específico en el que se produjeron cambios en el ovocito similares a las que 

normalmente ocurren en el folículo preovulatorio en las horas previas a la ovulación. 

 

Varios estudios con ovarios de matadero han demostrado una clara relación entre el tamaño del 

folículo y la calidad de los ovocitos, donde ovocitos recuperados de folículos mayores a 6 mm de 

diámetro mostraban una competencia de desarrollo superior en comparación con los folículos 

más pequeños (Lonergan y col., 1994b, Leibfried-Rutledge, 1999, Hendriksen y col., 2000, Fair, 

2003, Machatkova y col., 2004). Una posible explicación a los resultados publicados que 

muestran que los ovocitos bovinos de folículos de diferentes tamaños diferirían en su 

competencia de desarrollo sería una insuficiente y/o incompleta maduración citoplasmática 

(Kubota y Yang, 1998). Observando el proceso in vivo, el ovocito que ovula del folículo 

dominante ha pasado por una etapa de crecimiento durante la cual el ovocito se expone a 

cambios en su micro-entorno folicular que influyen en su calidad (Fair, 2003, Senbon y col., 

2003, Gilchrist y col., 2004, Mermillod y col., 2008). Existiría abundante y convincente evidencia 
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de que la máxima competencia ovocitaria se daría durante el período de desarrollo folicular entre 

aproximadamente 8 mm y el tamaño preovulatorio (Lonergan y col., 1994b, Hendriksen y col., 

2000, Blondin y col., 2002, Fair, 2003, Nivet y col., 2012, Dias y col., 2014). 

 

1.1.3. Competencia del ovocito 

 

El desarrollo de un ovocito competente para afrontar la fecundación en el oviducto puede ser 

dividido en tres fases. La estructura básica y la capacidad de desarrollo del ovocito se generan 

durante la primera fase de crecimiento del ovocito cuando el crecimiento del ovocito acompaña al 

crecimiento folicular del folículo primordial a terciario (antral, 2-3 mm). Durante la fase antral, 

cuando los folículos de una cohorte alcanzan un diámetro de aproximadamente 3-5 mm, se 

selecciona un folículo dominante, quedando un grupo de folículos subordinados (Ginther y col., 

1989) (ver Figura 5). La ultraestructura del ovocito en el folículo dominante entra en una 

segunda fase (premaduración o capacitación del ovocito) donde las modificaciones que sufre 

aumentan su competencia de desarrollo. En el folículo ovulatorio, es decir, el folículo dominante 

de la última onda folicular, el ovocito experimenta una tercera y última fase de cambios 

ultraestructurales (maduración del ovocito) durante un período de aproximadamente de 24 h 

entre el pico de LH y la ovulación (Figura 6). Cuando los ovocitos son aspirados para PIVE a 

partir de folículos de 2-8 mm de diámetro, la población folicular puede ser heterogénea y con 

diferentes niveles de competencia o capacidad de desarrollo. Dentro del pool de ovocitos 

recuperados, los folículos antrales aspirados pueden provenir de ondas foliculares ovulatorias o 

no-ovulatorias conteniendo folículos subordinados y el dominante temprano (todavía no 

seleccionado). En consecuencia, algunos ovocitos no habrían adquirido la competencia de 

desarrollo de manera completa e incluso algunos de ellos pueden haber iniciado el proceso de 

atresia. Estudios realizados durante las tres fases de desarrollo del ovocito con el fin de 

identificar cambios ultraestructurales, se analizaron ovocitos a partir de folículos preantrales 

(folículos primordiales, primarios y secundarios) (Fair y col., 1997), así como de folículos antrales 

(Assey y col., 1994) y de los folículos preovulatorios que se aproximan a la ovulación (Hyttel y 

col., 1986a) (Figura 6).  
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Figura 5: Ondas foliculares y fases de desarrollo de ovocitos en bovinos. El eje X indica días después de 

la ovulación (Ginther y col., 1997, Ginther y col., 2001). 

 

Claramente, el ovocito experimenta cambios notables durante las fases de crecimiento y pre-

maduración. Según estudios funcionales de ovocitos bovinos en diferentes etapas de su 

desarrollo, los ovocitos recuperado de folículos de menos de 3 mm de diámetro no habrían 

completado la fase de crecimiento y acumulado suficiente ARNm y proteínas para sostener el 

desarrollo embrionario posterior (Fair y col., 1995, Fair y col., 1996, Fair y col., 1997). Durante la 

fase de pre-maduración subsiguiente, el ovocito es sometido a más modulaciones estructurales y 

aumenta su capacidad de desarrollo (Assey y col., 1994). Sorprendentemente, los ovocitos de 

los folículos subordinados, que están entrando en la fase temprana de atresia, pueden mostrar 

cambios muy similares al observado en el ovocito del folículo dominante. Hasta el momento, la 

evidencia mostraría que los ovocitos de folículos sometidos a pre-maduración o atresia inicial, 

serían los mejores candidatos para aspirar durante OPU y posterior PIVE (Stroebech y col., 

2015). Actualmente, existe una gran necesidad de realizar OPU-PIVE en hembras cada vez más 

jóvenes para acelerar el progreso genético reduciendo el intervalo generacional y maximizar las 

predicciones genómicas (Kasinathan y col., 2015). Otros escenarios comprenden la utilización de 

hembras adultas con registros de producción probados que se encuentran en el período de 

lactancia o gestando. Los ovarios en hembras jóvenes contienen folículos preantrales y antrales 

cuyo número varía considerablemente entre individuos (Silva-Santos y col., 2013). El número de 
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folículos aumenta rápidamente entre los 50-80 días después del nacimiento y hasta los 120 días. 

Este crecimiento folicular es estimulado por un aumento en la secreción de FSH y LH, y aunque 

es posible aspirar folículos antrales de hembras muy jóvenes, los ovocitos tendrán una 

competencia de desarrollo disminuida en comparación con los adultos (Steeves y col., 1999), en 

relación a su ultraestructura (Duby y col., 1996), el metabolismo (Steeves y Gardner, 1999a) y la 

maduración citoplasmática (Salamone y col., 2001).  

 
Figura 6: (A) Dibujo esquemático del crecimiento de ovocitos bovinos. (AA) Folículo primordial con el 

ovocito rodeado por una sola capa de células de granulosa aplanadas. (AB) Folículo primario con el 

ovocito rodeado por una sola capa de células de granulosa cuboidal. (AC) Folículo secundario con el 

ovocito rodeado por más de una capa de células de granulosa cuboidales. (AD) Folículo terciario 

temprano. (AE y AF) Folículo Folículos. (B) Dibujo esquemático de aspectos ultraestructurales de la pre-

maduración del ovocito bovino en el folículo dominante hasta el pico de LH y maduración después del 

pico. (BA) Ovocito de un folículo dominante 6 días antes del pico de LH. La ultraestructura general es 

idéntica a la obtenida al final del crecimiento del ovocito (AF). (BB) Ovocito de un folículo dominante 3 

días antes del pico de LH. (BC) Ovocito de un folículo dominante el día antes del pico de LH. (BD) Ovocito 

en "ruptura de la vesícula germinal" de un folículo ovulatorio a las 9-12 h después del pico de LH. (BE) 

Ovocito en MI en un folículo ovulatorio a las 15 h después del pico de LH. (BF) Ovocito en MII en un 

folículo ovulatorio aproximadamente 24 h después del pico de LH (Hyttel, 2011). 
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En vacas posparto de alta producción, se registran bajas concentraciones de esteroides 

circulantes debido al efecto combinado entre el metabolismo aumentado producto de la lactancia 

y al efecto dilución debido a la mayor filtración hepática. Esto podría indicar que los folículos 

dominantes están produciendo menos estrógeno lo cual afectaría la fase de crecimiento folicular 

(Lopez y col., 2004, Sartori y col., 2004). El balance energético negativo en las hembras 

lactantes posparto tiene un efecto adverso sobre la calidad de los ovocitos, debido a los cambios 

en los perfiles endocrinos y metabólicos (Leroy y col., 2008a). En las hembras gestantes, el 

crecimiento folicular podría verse afectado por niveles elevados de progesterona (Adams y col., 

1992). Los resultados de OPU-PIVE en bovinos dependen del estado reproductivo y fisiológico 

de la donante de ovocitos, y otros componentes como la genética, edad, raza, nutrición, nivel de 

producción de leche, estatus de la onda folicular, protocolo de sincronización y 

superestimulación, entre otros (de Wit y col., 2000, Merton y col., 2003, Machatkova y col., 2004, 

Merton y col., 2009). 

 

1.1.4. Factores que afectan la calidad del ovocito 

 

En la búsqueda de maximizar el desempeño de los ovocitos y cigotos durante el proceso in vitro, 

una cuestión de gran importancia es la capacidad del ovocito para experimentar, reaccionar y 

sobrepasar con éxito las distintas fases de la PIVE (maduración, fertilización y desarrollo 

embrionario temprano), la implantación, el desarrollo fetal y el parto. Esta capacidad o 

competencia del ovocito esta influencia por varios factores (Gordon y Lu, 1990, Fukui y col., 

1991, Ward y col., 2000b, Driancourt, 2001, Lonergan y col., 2001, Krisher, 2004, Sirard y col., 

2006, Mermillod y col., 2008). Algunas de las características asociadas con los ovocitos menos 

competentes pueden ser visibles de inmediato en la lupa estereoscópica, mientras que otras 

pueden no ser tan evidentes hasta la fecundación del ovocito o el inicio del período de cultivo. 

Las situaciones más comunes en las cuales se presenta problemas en la calidad de los ovocitos 

recuperados son en las hembras muy jóvenes o geriátricas. Otra categoría afectada son las 

hembras con algún grado de infertilidad conocidas como “vaca problema”. El poder superar el 

bajo desempeño de los ovocitos colectados de hembras jóvenes o pre-púberes representa el 

mayor desafío e interés ya que el avance del análisis genómico ejerce una fuerte presión para 

obtener embriones viables y preñeces de éstos animales (Revel y col., 1995, Duby y col., 1996, 

Khatir y col., 1996, Presicce y col., 1997, Gandolfi y col., 1998, Khatir y col., 1998a, Khatir y col., 

1998b, Steeves y Gardner, 1999a, Steeves y col., 1999, Armstrong, 2001). Al igual que con 

ovocitos de bovinos adultos, el tamaño de los ovocitos de ternera tiene una marcada influencia 
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sobre su capacidad para avanzar a la fase de metafase II (Majerus y col., 1999, de Paz y col., 

2001). Un estudio reportó que las tasas de fertilización y de eclosión de ovocitos provenientes de 

terneras 3 meses de edad no difirieron significativamente de los de ovocitos de hembras adultas, 

pero la tasa de producción de blastocistos fue casi la mitad en comparación con las vacas 

(11.9% vs. 20%) (Revel y col., 1995). La adición de factores de crecimiento al medio de 

maduración (IVM) podría corregir esta deficiencia (Zhang y col., 2010, Sudiman y col., 2014, 

Machado y col., 2015). La incorporación del factor de crecimiento epidérmico (EGF) en el medio 

IVM alteró el patrón de síntesis proteica en los ovocitos recuperados de terneras y aumentó 

significativamente el rendimiento de la formación de blastocistos (Khatir y col., 1996, Khatir y col., 

1998a, Khatir y col., 1998b). La actividad metabólica y la síntesis de proteínas entre ovocitos de 

hembras adultas en comparación con terneras pre-púberes son significativamente diferentes, lo 

cual explicaría la disminuida capacidad de desarrollo (Gandolfi y col., 2000). La suplementación 

exógena de estrógenos, progesterona y gonadotrofinas en terneras pre-púberes con el objetivo 

de mejorar la capacidad de desarrollo resultaría ser eficiente aunque presenta igual gran 

variabilidad entre donantes y solo se produjo embriones en el 50% de las terneras tratadas (Galli 

y Lazzari, 1996). Los ovocitos de terneras pre-púberes pueden ser más pequeños en diámetro 

que los de hembras adultas y otras características que pueden afectar la fecundación como ser 

el retraso en la formación áster espermático y la formación del pronúcleo de manera asincrónica 

(Duby y col., 1995). Al tratar de determinar una posible causa de la baja competencia en el 

desarrollo de ovocitos de hembras pre-púberes, se encontró que los ovocitos de eran menos 

sensibles a los agonistas liberadores de calcio y que un número significativamente alto de 

ovocitos no presentó oscilaciones normales de calcio después de la penetración del 

espermatozoide (Damiani y col., 1995, Damiani y col., 1998). Muchas proteínas constitutivas de 

las células del cumulus observadas en ovocitos de vacas adultas diferían de las de terneras y 

varias otras proteínas estaban ausente en ovocitos de ternera, sugiriendo que tales proteínas 

podrían ser importantes para la iniciación de la cascada de eventos que se requiere para el 

desarrollo normal del ovocito bovino (Levesque y Sirard, 1994). Utilizando sistemas de monitoreo 

mediante cámaras de video cinematográficas se observó durante el cultivo de embriones 

derivados de ovocitos de terneras pre-púberes una mayor frecuencia de detención del desarrollo 

antes del noveno ciclo de división celular y una fase de retraso más larga antes del comienzo del 

control del genoma embrionario (Majerus y col., 2000). Además de proteínas faltantes se 

observaron diferencias en los perfiles de algunas proteínas entre ovocitos de hembras adultas y 

terneras pre-púberes, y que este cambio en el patrón de síntesis proteica estaría asociado a una 

deficiente progresión durante el proceso de maduración nuclear (Khatir y col., 1998a, Khatir y 
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col., 1998b). Diferencias en las características citoplasmáticas entre ovocitos de terneras pre-

púberes y hembras adultas fueron encontradas y que solo podían reducirse en parte mediante el 

pre-tratamiento con FSH (Massicotte y col., 1999). Esta variabilidad en la competencia de 

desarrollo de ovocitos de terneras pre-púberes también se extiende a vaquillonas jóvenes (14-15 

meses de edad) (Taneja y col., 2000). Otros estudios señalan que la pobre competencia de 

desarrollo de ovocitos de terneras pre-púberes se debe a la falta de factores ooplásmicos 

esenciales para el desarrollo. En particular, la actividad del factor promotor de maduración 

(FPM), la proteína quinasas activadas por mitógenos (MAPK) y la cantidad relativa del receptor 

del inositol trifosfato (IP3R) mostraron niveles sustancialmente más bajos en ovocitos de ternera 

pre-púberes madurados in vitro en comparación con los de hembras adultas (Salamone y col., 

2001). Esto sugiere claramente que ciertos componentes claves en el ooplasma en el ovocito de 

hembras pre-púberes asociados con la fertilización, el desarrollo embrionario temprano, y la 

eclosión estarían comprometidos (Duby y col., 1996, Gandolfi y col., 1998, Gandolfi y col., 2000, 

Lonergan y Fair, 2016).  

 

La producción de embriones PIVE en los ’80 se originaba fundamentalmente de los ovarios 

bovinos colectados en los mataderos. El desempeño de los ovarios provenientes de vaquillonas 

versus vacas adultas es controversial. En determinadas situaciones, la calidad de los ovocitos 

recuperados de ovarios de vaquillona es igual o superior a los de ovarios de vaca (Gordon, 

2003g). La calidad de los ovocitos de hembras adultas depende si se trata de hembras refugo o 

enviadas al matadero por razones salud y/o fertilidad. En ambos casos, la calidad de los ovocitos 

recuperados generalmente está comprometida (Rizos y col., 2005). Situación contraria puede 

darse cuando las hormonas se utilizan para la promoción del crecimiento y engorde del ganado 

vacuno, la experiencia puede ser muy diferente. El desarrollo embrionario de ovocitos 

provenientes de ovarios de vacas sin tratamiento hormonal y vaquillonas suplementadas con 

hormona de crecimiento fue significativamente diferente (16% versus 34% de producción de 

embriones entre vaquillonas y vacas, respectivamente) (Checura y col., 2002).  

 

El número de folículos y calidad de los ovocitos podría verse afectada dependiendo del momento 

del ciclo estral en que son recuperados y si los folículos se encuentran ipsilateral o contralateral 

al cuerpo lúteo. Ovocitos de mayor calidad se obtienen de ovarios durante la fase luteal y de los 

ovarios donde el cuerpo lúteo está presente (Boediono y col., 1995, Sugulle y col., 2008). La 

progesterona generada por el cuerpo luteo y/o administrada de manera exógena podría 

contribuir a mejorar la calidad del COCs (Lonergan, 2011, Salehnia y Zavareh, 2013). La 
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competencia de desarrollo de ovocitos colectados de donantes en distintas etapas del ciclo sería 

marcadamente diferente donde una proporción significativamente mayor de ovocitos 

desarrollaría a blastocistos cuando son recuperados entre los días 14-16 del ciclo estral 

(Machatkova y col., 1996). A medida que el ovocito crece dentro del folículo, una serie de 

factores influyen en su salud y la competencia de desarrollo. Estos factores incluyen el tamaño 

del folículo, día del ciclo estral, el nivel o grado de atresia y la influencia de otros folículos tales 

como el folículo dominante (Hagemann, 1999, Hendriksen y col., 2000, Machatkova y col., 2004, 

Lucy, 2007a). La producción de embriones mostraría un aumento si la recuperación de ovocitos 

se realiza durante la fase de crecimiento de la primera onda folicular (Machatkova y col., 2000, 

Machatkova y col., 2004). 

 

Varios sistemas de clasificación para evaluar la condición corporal y el estado nutricional de los 

reproductores se han desarrollado a lo largo de los años (Edmonson y col., 1989, Bewley y 

Schutz, 2008, Roche y col., 2009). Diversos autores han tratado de analizar la correlación entre 

el potencial de desarrollo de los ovocitos en relación a la condición corporal y estado nutricional 

(Dominguez, 1995, Snijders y col., 2000, Boland y col., 2001, Krisher, 2004, Sirard y col., 2006, 

Ashworth y col., 2009, Chrenek y col., 2015). La cantidad de folículos ováricos y la proporción de 

ovocitos de buena calidad es significativamente menor en las vacas con un índice de condición 

corporal bajo (Ruiz López y col., 1996, Fazio y col., 1999, Snijders y col., 2000). El sistema de 

alimentación y la dieta ofrecida a las hembras donantes de ovocitos puede afectar la población 

folicular y la competencia de los COCs ya sea por deficiencia, exceso y/o la interacción de los 

mismos en el rumen (Pryce y col., 2004, Santos y col., 2008). Esto podría desencadenar un 

desorden metabólico que altere o modifique la secreción de gonadotrofinas, dinámica folicular y 

la interacción folículo-ovocito (Butler, 1998, Butler, 2000, Armstrong y col., 2003, Webb y col., 

2004, Wathes y col., 2007). El régimen alimentario y la dieta elegida afectan la competencia de 

desarrollo de los ovocitos principalmente cuando se generan altos niveles circulantes de 

amoníaco en plasma (McEvoy y col., 2001). Existe evidencia que sugiere que diferentes 

regímenes nutricionales pueden afectar la expresión de genes importantes en el desarrollo 

embrionario (Niemann y Wrenzycki, 2000, Bilodeau-Goeseels y Panich, 2002, Lonergan y col., 

2006). La dieta puede influir en la maduración de los ovocitos, el desarrollo embrionario 

temprano, y en el microambiente del tracto reproductivo (Kruip y col., 2000, O'Callaghan y col., 

2000, Picton y col., 2003, Sutton y col., 2003, Ashworth y col., 2009, Leroy y col., 2011, Krisher, 

2013). La población folicular y la calidad ovocitaria mostró diferencias entre vacas post-parto a 

principio y mediados de la lactancia demostrando la influencia del balance energético 
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(Gwazdauskas y col., 2000, Walters y col., 2002). La conclusión que se desprende de casi todos 

los reportes publicados es que los efectos de la nutrición/alimentación se manifiestan durante el 

desarrollo embrionario temprano, y posiblemente se origine durante la adquisición de la 

competencia de desarrollo del ovocito (Armstrong y col., 2003, Pryce y col., 2004, Webb y col., 

2004, Roche, 2006, Wathes y col., 2007, Leroy y col., 2008a, Leroy y col., 2008b, Ashworth y 

col., 2009, Leroy y col., 2011, Hernandez-Medrano y col., 2012, Krisher, 2013). Para obtener un 

rendimiento óptimo de la reproducción, las necesidades nutricionales del animal deben ser 

suministrados de manera fisiológica, evitando cantidades anormales o no balanceadas de 

cualquiera de los componentes de la dieta y este equilibrio nutricional es aún más importante en 

el ganado lechero de alto rendimiento (Beam y Butler, 1999, Butler, 2000, Butler, 2003, Pryce y 

col., 2004, Roche, 2006, Santos y col., 2008).  

 

Otra fuente importante de variación es el factor animal. Un ejemplo en tal sentido es el impacto 

del estado fisiológico de la donante donde hembras preñadas pueden producir un mayor número 

de ovocitos de alta calidad que los animales cíclicos, probablemente debido a los niveles 

circulantes de progesterona más altos y la activa generación de ondas foliculares ováricas (Ferré 

y col., 2002). El mérito genético en vacas lecheras de alta producción puede afectar a la calidad 

de sus ovocitos (Snijders y col., 2000). Las principales conclusiones de este estudio fueron que 

los ovocitos de vacas de alto mérito genético tuvieron tasas más bajas de clivaje y produjeron un 

menor número de blastocistos en comparación con las vacas de mérito genético intermedio, no 

obstante, el número de ovocitos recuperados no difirió. Entre las vacas de alta y baja producción 

de leche no hubo diferencias en el número de ovocitos recuperados, clivaje y producción de 

embriones, mostrando que la producción de leche per se no tiene ningún efecto en la calidad de 

los ovocitos (Snijders y col., 2000). Desde hace muchos años que los objetivos de mejoramiento 

en los programas de selección de reproductores se focalizan exclusivamente en la producción de 

leche. Esto trajo aparejado una importante disminución del mérito genético para características 

asociadas a la fertilidad (Shook, 2006, Lucy, 2007b, Berglund, 2008, Butler, 2013). En los últimos 

años, los mecanismos fisiológicos subyacentes responsables de este descenso han comenzado 

a ser descifrado. Parecería que un mérito genético bajo para características de fertilidad se 

asocia con múltiples defectos a toda una serie de órganos y tejidos cuya función es clave a para 

lograr un desempeño satisfactorio en materia de índices reproductivos (Snijders y col., 2001, 

Shook, 2006, Berglund, 2008, Butler, 2013). Entre los principales defectos asociados al mérito 

genético se incluyen la movilización excesiva que afecta la condición corporal, un estado 

metabólico desfavorable, la reanudación tardía de la ciclicidad, aumento de la incidencia de 
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endometritis, expresión disfuncional del celo y concentración de progesterona inadecuada 

(Harrison y col., 1990, Lucy, 2001, Pryce y col., 2004, Lucy, 2007b, Berglund, 2008, Butler, 

2013). La alta producción de leche produce adaptaciones metabólicas necesarias para poder 

sostenerla, y sumado a una dieta estimulante de la producción, pueden contribuir a producir 

embriones de inferior calidad de color más oscuro debido al alto contenido de lípidos (Leroy y 

col., 2005, Leroy y col., 2008b, Leroy y col., 2014). La baja calidad del ovocito y el embrión son 

reconocidos como factores importantes implicados en las bajas tasas de concepción y en la alta 

prevalencia de mortalidad embrionaria temprana (Ashworth y col., 2009). Además de la 

importancia del equilibrio energético, la endocrinología asociada y sus consecuencias 

metabólicas, hay un interés creciente en promover dietas ricas en energía y proteína. En este 

contexto, dietas orientas en tal sentido pueden mejorar el estado y balance energético y por lo 

tanto promover la actividad ovárica en el período posparto temprano, pero la calidad de los 

ovocitos y embriones pueden verse afectadas negativamente (Butler, 1998, Butler, 2000, Leroy y 

col., 2005, Ashworth y col., 2009). La suplementación con grasa en la dieta tiene un efecto dual 

estimulando la producción de esteroides ováricos mientras que el ovocito y el embrión muestran 

un metabolismo alterado y la acumulación excesiva de lípidos (Fouladi-Nashta y col., 2007, 

Leroy y col., 2008a, Leroy y col., 2008b, Cerri y col., 2009). Las dietas altas en proteínas pueden 

elevar las concentraciones de amoníaco y urea en la sangre, lo que afecta negativamente los 

ambientes intrafolicular, oviductal y el útero (McEvoy y col., 2001). Los ovocitos y embriones son 

muy sensibles a cambios en su microambiente, lo que puede dar lugar a una maduración 

incompleta y/o anormal, afectar la fertilización y la división temprana (Butler, 1998, McEvoy y 

col., 2001, Adamiak y col., 2006, Ashworth y col., 2009, Krisher, 2013).  

 

El medio ambiente es otro factor importante que puede afectar la capacidad de desarrollo de los 

ovocitos. Entre los factores más estudiados figuran el estrés calórico o térmico (EC). El EC está 

provocado por valores de ITH (Índice de Temperatura-Humedad) que superan el umbral crítico 

de confort animal (ITH≥72, aunque algunos estudios lo consideran a partir de 68, (Collier y col., 

2006, Renaudeau y col., 2012, Roy y Collier, 2012). Los efectos del EC pueden agravarse como 

consecuencia del efecto aditivo producto del calor interno generado de origen metabólico en la 

vaca durante el pico de lactancia. Los efectos negativos del EC en el ovario son comparables a 

lo que sucede en los testículos bajo similar estrés (Walters y col., 2006). Ovocitos colectados de 

vacas en producción durante el periodo de verano bajo condiciones de EC experimentaron una 

reducción en su capacidad de desarrollo in vitro (Rocha y col., 1998, Rutledge y col., 1999). A la 

pérdida en la capacidad o competencia de desarrollo del ovocito y falla en el desarrollo temprano 
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pre-implantacional, se le suma una reducción significativa en la tasa de concepción y en la 

calidad embrionaria por acción del EC (Putney y col., 1988, Sartori y col., 2002). La exposición 

de ovocitos en cultivo in vitro a temperaturas elevadas durante su maduración disminuye la tasa 

de clivaje y la proporción de ovocitos que se desarrollan a blastocitos (Edwards y Hansen, 1997). 

Estos reportes indican que los efectos del EC sobre el ovocito y su desarrollo temprano puede 

afectar negativamente el normal crecimiento y calidad del embrión e incrementar pérdidas 

embrionarias (Putney y col., 1989). 

 

1.2. Maduración in vitro de los ovocitos 

 

En la mayoría de las especies de mamíferos, el ovocito se desarrolla y madura dentro del 

entorno folicular. Como tal, múltiples tipos de células son responsables de crear el entorno al que 

se expone el ovocito (Figura 7). Las células de la teca, células de la granulosa, células del 

cumulus, y el propio ovocito participan en una compleja interacción de señalización para 

controlar tanto la competencia como el crecimiento folicular (Krisher, 2004, Krisher, 2013, 

Albertini, 2015). El ambiente folicular es modificado por las células foliculares de manera 

constante, especialmente cuando se acerca a la ovulación. Dentro de este entorno, el ovocito y 

las células del cumulus que lo rodean conforman en realidad una unidad funcional, con 

comunicación dinámica que se produce entre cada tipo de célula (Krisher, 2004, Krisher, 2013). 

El ovocito segrega factores que regulan la función de las células del cumulus y el desarrollo 

folicular, y las células del cumulus transportan las moléculas y sustancias necesarias para el 

crecimiento del ovocito y su maduración, tanto nuclear como citoplasmática (Eppig, 2001, 

Gilchrist y col., 2004, Hussein y col., 2006, Gilchrist y col., 2008, Gilchrist, 2010). De esta 

manera, el ovocito puede crear un microambiente óptimo dentro del folículo en el que se puede 

desarrollar y alcanzar la competencia máxima (Duranthon y Renard, 2001, Fair, 2003). La 

capacidad del ovocito de producir y secretar factores estimulantes de crecimiento, así como 

también la capacidad de las células del cumulus en responder adecuadamente a esos estímulos, 

contribuye a la adquisición de la competencia (Gandolfi, 1998, Barnes y Sirard, 2000, Sirard y 

col., 2006, Hirao, 2011). 
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Figura 7: Diagrama de un folículo ovárico preovulatorio de ovario que muestra los múltiples tipos de 

células implicadas en el mantenimiento del medioambiente folicular y determina la competencia del 

ovocito. Abreviaturas: A= andrógenos; AMPc= AMP cíclico; E2= estrógeno; OSF= factores secretados por 

el ovocito; P4= progesterona (Krisher, 2013). 

 

La maduración ovocitaria o "maduración meiótica" define el período en el que el ovocito reinicia 

la meiosis (interrumpida en estado dictioteno de la profase I) hasta el estadio de metafase II 

(MII). En este estado, los ovocitos adquieren la competencia y maquinaria necesaria para sortear 

la fertilización y comenzar el desarrollo embrionario (Brackett y col., 1978, Brackett y col., 1982, 

Brackett, 1985, Leibfried-Rutledge y col., 1987, Leibfried-Rutledge y col., 1989, Eppig, 2001, 

Eppig y col., 2002, Clift y Schuh, 2013, Krisher, 2013). Durante la maduración, el ovocito sufre 

una serie de cambios en su núcleo y en su citoplasma. Estos cambios incluyen la redistribución 

de organelas celulares, migración de mitocondrias a una posición perinuclear, acumulación de 

los gránulos corticales a lo largo del oolema, un fuerte incremento en la síntesis de proteínas y la 

ruptura de la membrana nuclear (de Loos y col., 1992, Picton y col., 2003, van den Hurk y Zhao, 

2005). Este proceso también incluye una serie de cambios complejos a nivel de fosforilación de 

proteínas y señales entre el núcleo, citoplasma y organelas (Schmitt y Nebreda, 2002, Tomek y 

col., 2002, Vigneron y col., 2004, Conti y col., 2012, Holt y col., 2013, Adhikari y Liu, 2014), que 

transforma el ovocito primario en un ovocito secundario maduro. 

 

La meiosis in vivo se reinicia mediante el estímulo hormonal provocado por la liberación de LH y 

en condiciones in vitro, es posible lograr que el proceso meiótico continúe bajo condiciones de 

cultivo controladas (Ball y col., 1984, Leibfried-Rutledge y col., 1989, Sirard y col., 1989, Allworth 

y Albertini, 1993, Homa, 1995, Sirard y col., 1998, Sirard, 2001, Gilchrist, 2010). La maduración 

meiótica se caracteriza por la disolución de la membrana nuclear (vesícula germinal), la 
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condensación de la cromatina formando cromosomas bivalentes distinguibles, la separación de 

los cromosomas homólogos, la emisión del primer cuerpo polar, y la detención en metafase II 

con los cromosomas alineados en el huso acromático (Sagata, 1996, Nebreda y Ferby, 2000, 

Kishimoto, 2003, Mehlmann, 2005, Liu y col., 2013, Adhikari y Liu, 2014). Los ovocitos que han 

ovulado o extraídos del folículo, completan la meiosis con la separación de las cromátidas y la 

extrusión del segundo cuerpo polar (segunda división reduccional) que se completa en el 

momento de la fecundación inducido por la penetración del espermatozoide (Alberts y col., 2013, 

Alberts y col., 2014, Cohen y Holloway, 2015). 

 

La capacidad que adquieren los ovocitos detenidos en el estadio de dictioteno durante la profase 

I (entre el diplonema y la diacinesis) de la meiosis I, que retarda la entrada a la metafase I y 

progresar hacia la etapa reduccional de la meiosis, se denomina competencia meiótica (Albertini 

y Carabatsos, 1998, Miyano, 2003, Miyano y Manabe, 2007, Alberts y col., 2013, Alberts y col., 

2014). Existen factores reguladores secretados por las células de la granulosa que mantienen la 

detención de la meiosis hasta que se produce el pico de LH, momento en el que las células 

foliculares se separan del ovocito impidiendo así la llegada de más sustancias inhibitorias 

(Canipari, 2000, Fan y Sun, 2004, Landim-Alvarenga y Maziero, 2014). 

 

La maduración citoplasmática es necesaria para adquirir las condiciones que permiten bloquear 

la polispermia, para decondensar el núcleo del espermatozoide y para la formación del pronúcleo 

masculino luego de la fecundación (Gordon, 2003f).  

 

El crecimiento del ovocito bovino en las semanas previas a la ovulación consiste en una serie de 

transformaciones en las organelas y un período de transcripción (Hyttel y col., 1997)los cuales 

son esenciales para reanudar la meiosis y lograr competencia de desarrollo. A medida que el 

folículo avanza en su crecimiento, el ovocito va adquiriendo gradualmente la competencia para 

someterse a la maduración meiótica y proseguir el desarrollo embrionario. En el folículo 

dominante, el ovocito sufre nuevas modificaciones ultraestructurales y alcanza la competencia de 

desarrollo de manera completa (Hyttel y col., 1997). Los eventos requeridos para la maduración 

dentro del folículo dominante preovulatorio son disparados por el pico preovulatorio de LH. En las 

próximas 24 h, el ovocito primario se somete a la progresión de la metafase II de la meiosis y a 

diversos cambios en la organización de su citoplasma, que incluyen alineación de gránulos 

corticales lo largo de la oolemma, reordenamiento de las mitocondrias, el desarrollo de la reserva 

de lípidos y la reducción del compartimiento de Golgi. El aumento en la reserva de lípidos se 
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deba a la necesidad de contar con una fuente de energía extra para sostener metabolismo, 

funciones y procesos durante la maduración y posterior desarrollo (Ferguson y Leese, 2006). 

Durante la maduración final del ovocito, el folículo en sí también sufre una serie de cambios. Las 

células de la granulosa detienen la síntesis de estradiol y la pared del folículo se luteiniza justo 

antes de la ovulación; coincidiendo con un marcado incremento en la síntesis de progesterona y 

expansión de las células del cumulus (Lonergan y Fair, 2016). A medida que el ovocito madura 

en respuesta a la descarga preovulatoria de LH, las células del cumulus secretan ácido 

hialurónico (HA) (Gutnisky y col., 2007). Cuando el HA se hidrata, los espacios entre las células 

del cumulus se agrandan formando una matriz; proceso que se denomina expansión del cumulus 

(Hyttel y col., 1987, Zhang y col., 1995). Después de que el ovocito es liberado del folículo, las 

células de la granulosa junto con las células de la teca se someten a un proceso de 

diferenciación y luteinización para formar el cuerpo lúteo (Hyttel y col., 1986a, Hyttel y col., 

1989). Con la liberación del ovocito secundario y sus células circundantes en el oviducto 

después de la ovulación, la denudación del cumulus-ovocito complejo (COC) se produce dentro 

de unas pocas horas. La maduración nuclear del ovocito bovino comienza con la ruptura de la 

vesícula germinal (GVBD) (Thibault y col., 1987). La GVBD se caracteriza por condensación 

gradual de la cromatina, la descompactación del nucleolo y la desintegración de la membrana 

nuclear. El control del ciclo celular a nivel molecular ha permitido una mejor comprensión de la 

cascada de eventos que conduce y regula la maduración del ovocito (Sirard y col., 1989, Wu y 

col., 1997, Fulka y col., 1998, Heikinheimo y Gibbons, 1998, Roche y col., 1998, Sirard, 2001, 

Landim-Alvarenga y Maziero, 2014). La maduración es activada y regulada por la acción 

coordinada de dos quinasas, el factor promotor de la maduración (FPM) y la proteína quinasa 

activada por mitógenos (MAPK). La actividad del FPM aparece poco antes de GVBD alcanza su 

máximo nivel en ovocitos en MI, disminuye luego durante la transición de MI a MII y recupera su 

pico de nivel nuevamente en la MII (Gordo y col., 2001, Fan y Sun, 2004, Sun y col., 2009, 

Tripathi y col., 2010). Oscilaciones importantes en el pH intracelular se producen de manera 

coincidente con cambios en la actividad del FPM mostrando la correlación entre pH intracelular, 

a progresión meiótica y la actividad FPM durante el proceso de maduración del ovocito (Edwards 

y col., 1999, FitzHarris y Baltz, 2009). Los cromosomas se condensan de forma compacta y se 

disponen en la placa ecuatorial del huso meiótico. Los microtúbulos y microfilamentos son los 

principales componentes del citoesqueleto y juegan un importante papel en la modulación del 

movimiento cromosómico y la división celular en el ovocito bovino (Kim y col., 2000). El ovocito 

se somete a su primera división meiótica con la extrusión del primer cuerpo polar en el espacio 

perivitelino. El ovocito, que ahora se denomina ovocito secundario, comienza la segunda división 
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meiótica y continúa hasta que alcance la fase MII. La segunda división meiótica no se completa a 

menos que se produzca la penetración del espermatozoide. La finalización de la segunda 

división meiótica se acompaña de extrusión del segundo cuerpo polar en el espacio perivitelino. 

El ovocito en esta etapa contiene un número haploide de cromosomas y todo el proceso de 

maduración se completa en aproximadamente 24 horas (Figura 8). 

 

 
Figura 8: Estadíos de maduración nuclear en ovocitos bovinos (Mayes, 2002) y momento de la meiosis 

que se encuentra cada estadío (Sirard y col., 1989). 

 

Desde el punto de vista bioquímico, la maduración del ovocito se puede dividir en una fase 

inductiva y una fase de síntesis. La fase inductiva tiene una duración de 6-8 horas y culmina con 

GVBD. Durante esta fase, el ovocito se somete a una reprogramación dentro del folículo. En la 

fase de síntesis, que tiene una duración de 18 horas, hay una reestructuración total de los 

elementos nucleares y citoplasmáticos (Fair y col., 2001a, Laurincik y col., 2003). Durante la fase 

de inducción de la maduración las células del cumulus jugarían un rol muy importante actuando 

como reguladores de la síntesis de ARN (Sirard y col., 1998). A medida que avanza la meiosis 

en el ovocito bovino, hay un gran incremento en la fosforilación de las proteínas. La fosforilación 

y desfosforilación de proteínas desempeñan un papel clave en la regulación de la maduración 

meiótica (Kastrop y col., 1990, Kastrop y col., 1991, Tomek y col., 2002, Vigneron y col., 2004, 

Ferreira y col., 2009). Toda esta evidencia respalda que la competencia de desarrollo del ovocito 
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bovino se adquiere gradualmente (Gandolfi, 1998, Gandolfi y Gandolfi, 2001, Gosden, 2002, 

Watson, 2007). Los factores maternos son esenciales para sostener el desarrollo durante la 

etapa inicial de desarrollo embrionario hasta la etapa de 8-16 células. Los ovocitos acumulan una 

gran cantidad de ARNm que será fundamental en el desarrollo embrionario posterior. Toda esta 

maquinaria de transcripción se encuentra en silencio durante la maduración meiótica y la 

embriogénesis temprana, y por lo tanto los primeros acontecimientos decisivos en el desarrollo 

del embrión antes de la iniciación de la transcripción del genoma embrionario son dirigidas por la 

traducción de ARNm maternos preexistentes (Duranthon y Renard, 2001, Gandolfi y Gandolfi, 

2001, Bettegowda y Smith, 2007). Los ovocitos muestran notables mecanismos de regulación 

post-transcripcional para controlar la estabilidad del ARNm y su traducción. Pero cierto es que no 

todos los ovocitos recuperados del ovario de una vaca tienen la capacidad de desarrollarse en 

un embrión viable. A pesar de los esfuerzos realizados en tratar de recrear o simular las 

condiciones y micro-ambiente in vivo, la tasa actual de producción de blastocistos no supera el 

30 a 40% (Lonergan y Fair, 2016). Los estudios realizados sobre la foliculogénesis y los factores 

hormonales que la controlan o modifican han demostrado que la competencia de desarrollo del 

ovocito se adquiere bajo condiciones específicas en el folículo (Nagai, 2001, Eppig y col., 2002, 

Picton y col., 2003, Hutt y Albertini, 2007, Landim-Alvarenga y Maziero, 2014). Está claro que las 

células que rodean el ovocito son cruciales para lograr su maduración completa en condiciones 

de cultivo en el laboratorio (Hyttel, 1987, Canipari, 2000, Ferreira y col., 2009, Li y Albertini, 

2013). La maduración del ovocito en dentro del folículo se entiende que es un proceso gradual y 

que ciertos pasos cruciales en el proceso de maduración deben producirse antes del pico 

ovulatorio de LH. En términos prácticos significa que los ovocitos provenientes de ovarios de 

matadero no deben ser aspirados inmediatamente si no que deben mantenerse durante algunas 

horas en el ovario antes de la aspiración recuperación (Blondin y col., 1997a, Blondin y col., 

1997b, Sirard y col., 1999). Durante ese lapso de tiempo, el microambiente folicular puede 

ejercer una influencia decisiva sobre la competencia del ovocito. Otras formas en que se puede 

manipular la influencia del folículo en la calidad del ovocito es el de producir un período de 

carencia después de la estimulación con FSH sobre la donante antes de aspirar los ovocitos. 

Cuando una onda folicular es inducida y estimulada mediante FSH por al menos 3 días 

consecutivos en ausencia de un folículo dominante, y seguido por un período de no estimulación 

(o carencia) antes de la aspiración folicular tiene un efecto positivo en la producción de 

blastocistos (Blondin y col., 1997b, Sirard y col., 1999). Entre 36 a 65 horas sin FSH antes de la 

recuperación de los ovocitos han resultado estrategias superadoras en comparación al grupo 

control (Blondin y col., 1997b, van Wagtendonk-de Leeuw y de Ruigh, 1999, Blondin y col., 2002, 
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Mullaart y col., 2002, Chaubal y col., 2006, Durocher y col., 2006, Chaubal y col., 2007, Sirard y 

col., 2007, De Roover y col., 2008, Sendag y col., 2008, Nivet y col., 2012, Dias y col., 2014). El 

folículo debe llegar a una etapa de meseta en su crecimiento para inducir al ovocito a realizar los 

cambios finales necesarios antes de la ovulación. Si el crecimiento folicular se produce de 

manera rápida, los ovocitos no adquieren la competencia de desarrollo de manera completa 

(Sirard y Blondin, 1998). Por esa razón, el período de meseta en el final de la fase de crecimiento 

del folículo, lo que resulta en dominio o atresia folicular, puede ser importante para los ovocitos 

para adquirir competencia de desarrollo (Sirard y col., 1998, Yang y col., 1998, Mermillod y col., 

1999, Hendriksen y col., 2000, Fair, 2003, Picton y col., 2003, Hendriksen y col., 2004, Conti y 

col., 2012).  

 

Las células del cumulus desempeñan un papel crucial durante la maduración de ovocitos, 

induciendo a la reanudación de la meiosis y apoyando la maduración citoplasmática (Tanghe y 

col., 2002, Gilchrist y col., 2004). Los ovocitos inmaduros están rodeados por varias capas de 

células del cumulus fuertemente adheridas que proporcionan nutrientes y controlan la 

maduración nuclear y citoplasmática (Chian y col., 1994, Bruynzeel y col., 1997, Krisher, 2004, 

Krisher, 2013). Hay una compleja interacción entre el ovocito y las células del cumulus durante el 

crecimiento y desarrollo del folículo, y está mediada por factores de crecimiento y hormonas. Las 

células del cumulus se comunican por medio de una intrincada red de canales transmembrana 

conocidas como uniones de hendidura (también llamadas uniones “gap”), mientras que en la 

capa más interna de células (corona radiata) se extiende procesos citoplásmicos a través de la 

zona pelúcida para formar uniones comunicantes con el interior del ovocito. La importancia de 

estos procesos y las uniones comunicantes se comprueba por la impermeabilidad de la 

membrana del ovocito a varios metabolitos de bajo peso molecular y donde el ingreso de tales 

moléculas es exclusivamente a través de los procesos celulares de la corona y las uniones gap 

(Parrish y col., 1992, Vozzi y col., 2001, Thomas y col., 2004). Las células del cumulus también 

están vinculadas a las células de la granulosa, que a su vez están estrechamente relacionadas 

con las células de la teca interna (Gilchrist y col., 2004, Albertini, 2015). Todavía no está 

dilucidado si el reinicio de la meiosis ocurre como consecuencia de la disminución del pasaje de 

sustancias inhibidoras o por el contrario a través del pasaje al ovocito de sustancias 

estimuladoras generadas en las células de la granulosa (Parrish y col., 1992, Faerge y col., 

2001, Mayes y Sirard, 2001, Matzuk y col., 2002, Mayes y Sirard, 2002, Thomas y col., 2004, 

Richard, 2007, Bilodeau-Goeseels, 2008). Los estudios demuestran que la presencia de células 

del cumulus durante la maduración es esencial para la adquisición de la competencia de 
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desarrollo (Fukui, 1990, Chian y col., 1995, Liu y col., 1995, Konishi y col., 1996, Kim y col., 

1997, Hashimoto y col., 1998a, Ikeda y col., 2006). Las células del cumulus serían necesarias e 

indispensables durante 12 horas del período de IVM para lograr la maduración citoplasmática 

normal (Chian y col., 1995). También se demostró la importancia de mantener una capa intacta 

de células de la corona (Hashimoto y col., 1998a). La capacidad de desarrollo in vitro de los 

ovocitos está marcadamente influenciada por el grado de presencia y cantidad de células de la 

granulosa cumulus durante el período de IVM (Tanghe y col., 2002, Gilchrist y col., 2004, 

Hussein y col., 2006, Ikeda y col., 2006, Gilchrist y Thompson, 2007, Richard, 2007, Bilodeau-

Goeseels, 2008, Sirard, 2011). Sin embargo, los ovocitos aspirados por medio de OPU 

presentan menor cantidad de células del cumulus en comparación con los recuperados de 

ovarios de matadero. La suplementación con células de la granulosa durante la maduración de 

ovocitos con escasa cobertura de células podría mejorar la tasa de producción de blastocistos de 

manera significativa (Galli y Lazzari, 1995, Galli y Lazzari, 1996, Konishi y col., 1996).  

 

En condiciones in vitro, debido a que la extracción del ovocito se produce antes de la descarga 

de LH, los COCs recuperados se encuentran en un estado inmaduro y requieren ser cultivados 

para reanudar la primera división meiótica (Edwards, 1965, Thibault y col., 1987, Hyttel y col., 

1997). La alteración de las condiciones básicas durante el período de maduración puede afectar 

significativamente la competencia del ovocito y comprometer su desempeño durante la 

fertilización y la formación de blastocistos viables (Rose y Bavister, 1992). Las condiciones de 

cultivo utilizadas desde el inicio de la maduración hasta la culminación del período de cultivo han 

demostrado influir en la competencia de desarrollo, tasa de producción de blastocistos viables, 

capacidad de implantación, generación y mantenimiento de preñeces, y la obtención de crías 

vivas y sanas (Kruip y col., 2000, Niemann y Wrenzycki, 2000, Thompson y Peterson, 2000, 

Farin y col., 2001, Khosla y col., 2001, Bilodeau-Goeseels y Panich, 2002, Urrego y col., 2014). 

 

Los ovocitos de mamíferos tienen la capacidad de madurar in vitro (IVM) y alcanzar el estadio de 

MII cuando son colectados de folículos ováricos y cultivados en condiciones apropiadas en 

presencia de hormonas y/o factores de crecimiento por un período de 24 horas (Ball y col., 1984, 

Thibault y col., 1987, Leibfried-Rutledge y col., 1989, Sirard y Blondin, 1996, Ward y col., 2002, 

Lonergan y Fair, 2016). Este proceso, puede evaluarse mediante la observación de los 

cromosomas en la placa metafásica (MII) y la presencia del segundo corpúsculo polar 

(maduración nuclear) (Motlík y col., 1978, Hyttel y col., 1986b, Hyttel y col., 1987, de Loos y col., 

1992, Zhang y col., 1992, De La Fuente, 2006, Liu y col., 2006, Tan y col., 2009). Sin embargo, 
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la denominada maduración citoplasmática que comprende numerosos eventos moleculares 

como la síntesis y la fosforilación de proteínas relacionadas con la meiosis, reorganización de 

organelas, y la formación del pronúcleo femenino que no pueden observarse en el microscopio 

óptico (Sirard y col., 1989, de Loos y col., 1992, Eppig, 1996, Bevers y col., 1997, Watson, 2007, 

Sun y col., 2009, Parrish, 2014, Lonergan y Fair, 2016). La alta variabilidad en el estatus de los 

ovocitos antes de iniciar el proceso de maduración in vitro y la asincronía en el tiempo necesario 

para alcanzar el grado óptimo de maduración nuclear y citoplasmática, explicaría la competencia 

variable del embrión resultante (Hyttel y col., 1997, Mehlmann, 2005). 

 

Además, durante la maduración las mitocondrias migran hacia una posición perinuclear mientras 

que los gránulos corticales se desplazan hacia la periferia (ubicándose por debajo del oolema) 

para ejercer un bloqueo efectivo contra la polispermia durante la penetración y fecundación 

(Ducibella, 1996, Sun, 2003, Liu, 2011). La maduración citoplasmática puede ser estimada o 

valorada de forma indirecta, evaluando diferentes parámetros, como la capacidad de formación 

del pronúcleo masculino, el contenido intracelular de glutatión (GSH), la exocitosis del contenido 

de los gránulos corticales al espacio perivitelino y el desarrollo embrionario temprano luego de la 

FIV (Rose y Bavister, 1992, Eppig, 1996, Izadyar y col., 1996, Izadyar y col., 1998a, Combelles y 

col., 2002, Ferreira y col., 2009). 

 

Durante el proceso de maduración del ovocito es importante la presencia de aminoácidos y 

componentes energéticos (Sutton y col., 2003), ya que se produce un aumento en la actividad 

glucolítica con la oxidación de la glucosa y la glutamina (Zuelke y Brackett, 1993) y en el 

metabolismo oxidativo del piruvato luego de la ruptura de la vesícula germinal (Kim y col., 1993b, 

Rieger y Loskutoff, 1994, Sutton-McDowall y col., 2010). La presencia de glucosa en bajas 

concentraciones se vuelve indispensable para mantener el desarrollo competente cuando la 

maduración in vitro se desarrolla en condiciones de alta concentración de oxigeno (Hashimoto y 

col., 2000a, Hashimoto y col., 2000b, Sutton-McDowall y col., 2010). El aporte de pequeñas 

cantidades de glucosa resulta en una disminución de las especies reactivas al oxigeno (ROS) e 

incrementa las concentraciones de GSH (de Matos y Furnus, 2000, de Matos y col., 2002a, 

Krisher, 2004, Luberda, 2005). El GSH cumpliría un rol muy importante en la decondensación del 

núcleo de los espermatozoides y la posterior formación del pronúcleo masculino debido a que, 

durante la fecundación rompe los puentes disulfuro de la protaminas que empaquetan el material 

nuclear (Sutovsky y Schatten, 1997). Uno de los mecanismos reguladores de la maduración está 

relacionado con el AMPc que actúa en la profase I (diplonema). La disminución en su 
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concentración provoca el cese de la detención de la meiosis mientras que la estimulación de la 

síntesis de AMPc inhibe la ruptura de la vesícula germinal (Masui, 2001, Sun y col., 2009, Zhang 

y col., 2009). Otro mecanismo regulador está ligado al nivel intracelular de calcio e involucra a la 

hormona LH que actúa aumentando los niveles de este ion de dos formas, movilizando el calcio 

libre almacenado en los depósitos intracelulares y estimulando la entrada de calcio a través de 

los canales que se encuentran en el oolema (Homa y col., 1993, Homa, 1995, Mattioli y Barboni, 

2000, Tosti, 2006, Silvestre y col., 2012, Assidi y col., 2013). 

 

El resultado final de la maduración in vivo es la liberación de un ovocito maduro en metafase II 

del folículo ovulatorio (Sirard y col., 1998, Eppig y col., 2002, Picton y col., 2003, Alberts y col., 

2014, Lonergan y Fair, 2016) en cambio, los ovocitos inmaduros recuperados de folículos 

ováricos en diferentes fases de la onda folicular y momento del ciclo estral, pueden reanudar y 

completar la meiosis en condiciones in vitro independiente de hormonas (Sirard y col., 1989, 

Rose y Bavister, 1992, Richard y Sirard, 1996, Gilchrist y Thompson, 2007). No obstante, la 

competencia de desarrollo estaría comprometida o disminuida debido a las bajas tasas de 

desarrollo embrionario logrados bajo esas circunstancias (Blondin y col., 1995, Gandolfi, 1998, 

Mermillod y col., 1999). Esta sub-óptima capacidad en progresar en el desarrollo embrionario fue 

atribuida a una maduración citoplasmática in vitro deficiente (Sirard y Blondin, 1996, Sirard y 

Blondin, 1998, Krisher, 2004, Sirard y Coenen, 2006). La maduración citoplasmática se podría 

definir como la totalidad de procesos metabólicas, moleculares y ultra-estructurales que 

acondicionan el citoplasma del ovocito para lograr una fertilización normal (Sirard, 2001, Sirard y 

col., 2006, Watson, 2007) y la adquisición de la competencia de desarrollo (Hyttel y col., 1986a, 

Hyttel y col., 1986b, Shamsuddin y col., 1993, Duranthon y Renard, 2001). Incluye la síntesis de 

una amplia gama de proteínas reguladoras del desarrollo del ovocito, la reubicación de organelas 

y la alteración del sistema de transporte de membrana (Moor y col., 1998, Barnes y Sirard, 2000, 

Gandolfi y Gandolfi, 2001, Sirard, 2001, Krisher, 2004, Sirard y Coenen, 2006, Sirard y col., 

2006, Watson, 2007, Mermillod y col., 2008, Marteil y col., 2009, Bilodeau-Goeseels, 2011). 

Además de las modificaciones postranscripcionales del ARNm, se deben realizar modificaciones 

de proteínas, nutrientes y sustratos, acumulados durante la ovogénesis, los cuales son 

necesarios para lograr la competencia de desarrollo de los ovocitos y alcanzar un desarrollo 

embrionario óptimo (Sirard y col., 1989, Levesque y Sirard, 1994, Levesque y Sirard, 1995, 

Mehlmann, 2005, Watson, 2007). A esto se le suma la modificación ultraestructural del complejo 

de Golgi, la acumulación de ribosomas y el aumento estructuras reticulares (Kruip y col., 1983, 

Hyttel y col., 1986b, Fulka y col., 1998). La maduración citoplasmática a menudo se divide en 
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tres procesos principales: la redistribución de las organelas, la dinámica del citoesqueleto y 

maduración molecular (Ferreira y col., 2009). Una maduración citoplasmática deficiente o 

incompleta podría bloquear el desarrollo post-fertilización, la activación del genoma embrionario, 

la formación de blastocistos e incluso afectar la normal implantación (Führer y col., 1989). Los 

parámetros morfológicos indirectos usualmente observados para evaluar la maduración 

citoplasmática son la expansión de las células del cumulus, la extrusión del primer corpúsculo 

polar y el espacio perivitelino (Kruip y col., 1983). En última instancia, la calidad y la integridad de 

la maduración citoplasmática juegan un papel importante en la competencia de desarrollo del 

ovocito (Marteil y col., 2009), en la formación del pronúcleo (Chian y col., 1994, Nagai, 2001), 

progresión del ciclo celular meiótico a mitótico, y hacia delante, proporciona las condiciones 

necesarias para la normal implantación, el inicio de la preñez y el desarrollo fetal normal (Eppig, 

1996, Moor y col., 1998, Trounson y col., 1998, Gandolfi y Gandolfi, 2001, Mayes y Sirard, 2001, 

Camargo y col., 2006, Sirard y col., 2006, Marteil y col., 2009). 

 

A medida que progresa el desarrollo folicular, la proporción de ovocitos en condiciones de 

completar la maduración nuclear y citoplasmática se incrementa (Pavlok y col., 1992, Lonergan y 

col., 1994b, Eppig, 1996, Eppig y col., 2002). Los ovocitos que sólo completan parcialmente 

algunos de éstos procesos y que son expuestos a la fertilización y posterior desarrollo 

embrionario no son capaces de desarrollarse hasta el estadio de blastocisto quedándose 

detenidos en etapas tempranas del desarrollo (Eppig, 1996, Eppig y col., 2002). Generalmente, 

ésta situación está asociada o es un indicador de una maduración citoplasmática incompleta, 

deficiente o defectuosa (Eppig y col., 1994, Fulka y col., 1998). La maduración nuclear y 

citoplasmática no parecerían estar sincronizadas pero sí interrelacionadas (Sirard y col., 1989, 

Eppig, 1996, Fulka y col., 1998, Moor y col., 1998, Yang y col., 1998). La finalización de la 

maduración nuclear en forma aislada de la maduración citoplasmática provoca una incapacidad 

en el ovocito para sortear la fertilización y el desarrollo embrionario temprano ya que la 

adquisición de la competencia de desarrollo de manera completa requiere de una interacción 

muy compleja tanto entre tanto la maduración nuclear y como la citoplasmática (Sirard y col., 

1989, Eppig, 1996, Fulka y col., 1998, Moor y col., 1998, Yang y col., 1998, Eppig y col., 2002). 

 

Una estrategia planteada para lograr la sincronización entre la maduración nuclear y la 

citoplasmática consiste en retrasar la reanudación de la meiosis usando una variedad de 

inhibidores de la meiosis, y de esa forma continuar con la acumulación de ARNm y proteínas en 

el ovocito para mejorar la maduración citoplasmática (Bilodeau-Goeseels, 2008, Bilodeau-
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Goeseels, 2012, Bilodeau-Goeseels y Magyara, 2012). La estrategia más común consiste en 

mantener elevados los niveles intra-ovocito de AMPc. La maduración también se puede prevenir 

mediante sustancias que inhiben la síntesis de proteínas, la fosforilación o aquellos inhibidores 

que actúan sobre las quinasas dependientes de ciclina. A pesar de que es posible inhibir de 

forma reversible la reanudación meiótica, la evidencia de un efecto positivo en la competencia de 

los ovocitos es escasa (Lonergan y Fair, 2016). Las publicaciones más recientes utilizan 

compuestos farmacológicos que permiten la sincronización de los procesos de maduración 

nuclear y citoplasmática y prolongan el período de maduración al promover una interacción más 

larga entre el ovocito inmaduro y las células del cumulus (Gilchrist y Thompson, 2007, Gilchrist y 

col., 2008, Albuz y col., 2010, Gilchrist, 2010, Gilchrist y col., 2015). El denominado sistema de 

maduración “fisiológica” de los ovocitos intenta recapitular algunos de los eventos bioquímicos y 

celulares que se producen de forma natural durante la maduración in vivo del ovocitos, con el 

objetivo de mejorar la eficiencia de la IVM (Albuz y col., 2010). Sin embargo, otros autores no 

lograron resultados similares y la repetitividad de los hallazgos iniciales fueron cuestionados 

(Guimaraes y col., 2015). Los autores de la maduración “fisiológica” recocieron inconvenientes y 

recientemente publicaron una nueva versión del sistema en el que se omite un componente 

durante la IVM y el tiempo de maduración se extiende ligeramente (Gilchrist y col., 2015). 

 

1.2.1. Factor promotor de la maduración 

 

La reanudación de la meiosis estaría regulada por un componente celular esencial llamado factor 

promotor de la maduración (FPM) (Wasserman y Masui, 1976, Eppig, 1996, Bevers y col., 1997, 

Wu y col., 1997, Sirard y col., 1998). El FPM está constituido por una subunidad reguladora 

llamada ciclina B1 y otra catalítica llamada p34 (Lohka y col., 1988, Fissore y col., 1996, Fan y 

Sun, 2004, Liang y col., 2007). Esta última, también es conocida como quinasa dependiente de 

ciclina (CDK) 1 (Doree, 1990, Lewin, 1990, Nurse, 1990). El FPM se activa en el momento de la 

ruptura de la VG y aumenta hasta alcanzar una meseta al final de la meiosis I. Una disminución 

transitoria de la actividad del FPM ocurre durante la transición de la meiosis I a la meiosis II, para 

luego reactivarse rápidamente y mantenerse en un nivel alto durante toda la detención en MII 

(Doree, 1990, Lewin, 1990, Sirard y col., 1998, Masui, 2001, Schmitt y Nebreda, 2002, Tripathi y 

col., 2010). La actividad del FPM es controlada por la concentración celular de la ciclina B la cual 

ingresa a la VG justo antes de su ruptura (Levesque y Sirard, 1996, He y col., 1997, Wu y col., 

1997, Porter y Donoghue, 2003, Miyazaki y Arai, 2007). Luego de su entrada, su síntesis 

aumenta progresivamente alcanzando su máximo nivel al final de la meiosis I. La ciclina se 
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asocia con la subunidad p34 para formar el complejo activo. La degradación de la ciclina B es 

necesaria para la extrusión del cuerpo polar (Eppig, 1996, Levesque y Sirard, 1996, Porter y 

Donoghue, 2003, Miyazaki y Arai, 2007, Liu y col., 2012). Luego de la ruptura de la vesícula 

germinal aparece un factor citostático que controla la detención en MII y alcanza su 

concentración máxima cuando el ovocito llega a esta etapa (Nishiyama y col., 2010). El factor 

citostático es muy sensible a los iones calcio y actúa inhibiendo la proteólisis de la ciclina (Doree, 

1990, Liu y col., 1998, Masui, 2001). Mientras la ciclina no es degradada, el FPM permanece 

activo. Además de los procesos de fosforilación y desfoforilación hay otros factores que actúan 

en la activación del FPM, como la disminución en la concentración de AMPc que precede a la 

ruptura de la vesícula germinal (Eppig y Downs, 1984, Aktas y col., 1995, Thomas y col., 2002, 

Luciano y col., 2004, Thomas y col., 2004). El pico de LH afecta la comunicación en las uniones 

gap entre el ovocito y las células foliculares lo cual impide el ingreso de AMPc (Zhang y col., 

2007, Zhang y col., 2009, Zhang y Xia, 2012). La falta de AMPc origina la detención de la 

meiosis mientras los ovocitos están rodeados por las células foliculares (Eppig y Downs, 1984, 

Aktas y col., 1995, Sirard y col., 1998, Luciano y col., 2004, Thomas y col., 2004, Sun y col., 

2009). Además, en respuesta a la LH se produce la liberación de iones calcio de los depósitos 

endógenos de las células foliculares, lo que contribuye a la ruptura de la vesícula germinal 

(Canipari, 2000, Mehlmann, 2005, Landim-Alvarenga y Maziero, 2014). 

 

Otra proteína quinasa importante en la regulación del ciclo celular meiótico es la MAP quinasa, la 

cual fosforila proteínas cromosómicas importantes para mantener a la cromatina en un estado 

condensado durante la transición de meiosis I a meiosis II y prevenir la formación de la envoltura 

nuclear por la fosforilación de las láminas nucleares (Fissore y col., 1996, Motlik y col., 1998, Liu 

y Yang, 1999, Sun y col., 2002, Tomek y col., 2002, Fan y Sun, 2004). 

 

1.2.2. Medio de IVM y suplementos 

 

El medio más común utilizado en la maduración de ovocitos bovinos es el TCM-199 (Tissue 

Culture Medium-199), compuesto por sales Earlé s con buffer bicarbonato, piruvato, lactato, 

vitaminas, aminoácidos, purinas y proteínas (albúmina bovina o suero) (Lonergan y col., 1994a, 

Choi y col., 2001).  

 

Entre los suplementos más estudiados figura la adición del suero y sus efectos sobre ovocitos y 

embriones (Bavister y col., 1992, Massip y col., 1995, Walker y col., 1996, Van Langendonckt y 
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col., 1997, Thompson y col., 1998, Young y col., 1998, Hansen y col., 2010). Usualmente se 

agrega suero bovino y/o albúmina sérica bovina (BSA) como fuente de proteínas a los medios de 

maduración y cultivo embrionario (Wang y col., 1997). El suero constituye la fracción líquida 

resultante del proceso de coagulación sanguínea y su composición química y efectividad 

depende en gran medida de su origen (suero fetal bovino, suero de animal adulto, suero de vaca 

en estro) y de la partida de elaboración (Pinyopummintr y Bavister, 1994).  

 

La albúmina es una proteína plasmática de carácter ácido, soluble en agua, con un peso 

molecular aproximado de 69.000, y constituye uno de los componentes más importantes del 

suero sanguíneo (Mucci y col., 2006b). Su pureza y calidad también puede variar entre lotes y 

afectar el rendimiento de los ovocitos y embriones durante las etapas de cultivo (Leibfried-

Rutledge y col., 1986, Fukui y col., 1991, Eckert y Niemann, 1995, Rizos y col., 2003, Seidel, 

2006). 

 

Entre los efectos benéficos que justifican la utilización del suero y la albúmina podemos 

encontrar los siguientes: reducir potenciales cambios de pH gracias a su capacidad buffer, 

proteger a los embriones en cultivo de sustancias tóxicas y aportar factores de crecimiento y 

hormonas gonadotróficas (Sirard y First, 1988, Armstrong y col., 1991, Eckert y Niemann, 1995, 

Keskintepe y Brackett, 1996, Wang y col., 1997, Thompson y col., 1998, Holm y col., 1999, Ali y 

Sirard, 2002a, Rizos y col., 2003, Seidel, 2006). El suero empleado en la suplementación de los 

medios de maduración mejora la calidad de los ovocitos y permite obtener satisfactorias tasas de 

desarrollo (Lonergan, 1994, Lonergan y col., 1994a). Inicialmente, la concentración de suero 

utilizado durante el período de cultivo era alta (>10% v/v) producto esencialmente de alimentar a 

las células soporte del co-cultivo (Goto y col., 1992, Catt, 1994, Menck y col., 1997). Luego se 

redujo al 5% v/v sin co-cultivo (Holm y col., 1999) continuándose esta tendencia a la baja hasta 

el actual 2-3% v/v utilizado principalmente para mantener una alta productividad de blastocistos 

sin sacrificar calidad embrionaria (Leivas y col., 2011). 

 

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

alteraciones mitocondriales, aumentos de lípidos, alteraciones en la síntesis proteica, 

disminución del número de complejos de unión o gap, entre otros (Pinyopummintr y Bavister, 

1991, Saeki y col., 1991, Bavister y col., 1992, Rose y Bavister, 1992, Eckert y Niemann, 1995, 

Keskintepe y col., 1995, Gliedt y col., 1996, Gandhi y col., 2000, Imai y col., 2002, Abe y Hoshi, 

2003, Rizos y col., 2003, Seidel, 2006).  
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Debido al importante rol que desempeñan las hormonas gonadotróficas (FSH y LH, 

principalmente) en el desarrollo folicular y del ovocito in vivo, y al hecho de que los ovocitos son 

extraídos antes de producirse el mecanismo disparador de la continuación de la meiosis, la FSH 

y LH se agregan al medio de maduración IVM (Leibfried-Rutledge y col., 1989, Younis y col., 

1989, Zuelke y Brackett, 1990, Armstrong y col., 1991, Van Soom y de Kruif, 1996, Bevers y col., 

1997, Izadyar y col., 1998b, Choi y col., 2001). En general, los COCs se recuperan de folículos 

antrales de ovarios no estimulados. Estos folículos están a varios días de alcanzar el tamaño 

preovulatorio óptimo y por lo tanto pueden no haber recibido la suficiente exposición a las 

hormonas y factores de crecimiento necesarios y de esa forma disponer la cantidad de ARNm 

mínima para lograr un desarrollo in vitro aceptable (Choi y col., 2001, Calder y col., 2005, 

Bettegowda y Smith, 2007, Maddox-Hyttel y col., 2007). El agregado de ambas gonadotrofinas 

puede ser voluntaria o involuntaria ya que al tratarse de preparaciones provenientes de extractos 

hipofisarios, la contaminación con la otra gonadotrofina es casi inevitable. Las gonadotrofinas 

aumentarían la capacidad de desarrollo de ovocitos madurados en medios libres de suero (Saeki 

y col., 1990, Saeki y col., 1991). Las condiciones de maduración (ovocitos madurados in vivo o in 

vitro) tiene una influencia significativa en la tasa de desarrollo embrionario (Rizos y col., 2008). 

Aunque una alta proporción de los ovocitos colectados alcanzarán la maduración nuclear de 

manera espontánea (Sirard y col., 1988), las gonadotrofinas se agregan al medio de maduración 

para inducir la maduración nuclear y citoplasmática, la expansión del cumulus y para mejorar el 

desarrollo embrionario (Picton y col., 2003, Maddox-Hyttel y col., 2005, van den Hurk y Zhao, 

2005, Sirard, 2011, Adhikari y Liu, 2014, Lonergan y Fair, 2016). La hormona folículo estimulante 

(FSH) induce la expansión de las células cumulus (Younis y col., 1989, Sutton-McDowall y col., 

2004) y junto con la hormona luteinizante (LH), mejora la tasa de fertilización y clivaje (Zuelke y 

Brackett, 1990, Izadyar y col., 1998a). En la mayoría de los casos, las concentraciones de 

gonadotrofinas se añaden en exceso al medio de maduración in vitro y no está claro si son 

estrictamente necesarias concentraciones tan altas de FSH y LH. La FSH porcina se suele 

añadir al medio de IVM con una concentración de 0.5-1 µg/ml (Sirard y First, 1988), pero hasta 

10 µg/ml se ha utilizado siendo que la concentración de FSH en el momento preovulatorio es de 

aproximadamente 125 ng/ml (Ireland y Roche, 1982, Spicer y Echternkamp, 1986). La LH ovina 

se suele añadir al medio de maduración a una concentración de 5 µg/ml, pero los niveles 

promedio de LH preovulatoria ronda los 200 ng/ml (Ireland y Roche, 1982, Spicer y 

Echternkamp, 1986). Las gonadotrofinas recombinantes son una alternativa a las hormonas 

hipofisarias o urinarias ya que son fuentes altamente purificadas de la hormona y que pueden 
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permitir la investigación específica de los roles individuales de FSH y LH sin contaminación 

cruzada. 

 

Para que las gonadotrofinas actúen in vitro los receptores a FSH y LH en el COC deben estar 

presentes y expresarse. En el caso de la FSH existe evidencia de la existencia de receptores 

(Chen y col., 1994, van Tol y col., 1996) mientras que el caso de LH es más controversial (Peng 

y col., 1991, van Tol y col., 1996). La función reproductora femenina de los mamíferos está 

finamente regulada por un conjunto de señales endócrinas coordinadas que permiten el 

desarrollo de los ovocitos competentes, la ovulación, la fertilización y el desarrollo embrionario 

temprano (Webb y col., 1992, Hunter y col., 2004, Adams y col., 2008, Aerts y Bols, 2010b, 

Assidi y col., 2013, Assidi y Sirard, 2013, Adams y Singh, 2014, Albertini, 2015). Las 

gonadotropinas (principalmente FSH y LH) son los principales factores endocrinos extra-ováricos 

implicados en el control de estas funciones en el ovario (Eppig, 1980, Hillier, 1994, Richards, 

1994, Howles, 2000, Richards y Pangas, 2010, Sha y col., 2010). La liberación de estas dos 

hormonas de la glándula pituitaria se rige a través del hipotálamo por acción de la GnRH 

(hormona liberadora de gonadotrofinas) y es modulada por factores ováricos como la activina y 

la inhibina (Gregory y Kaiser, 2004). Después de la fase no-dependiente o receptiva a la acción 

de gonadotrofinas, el crecimiento folicular se convierte primero FSH-dependiente y luego LH-

dependiente antes de la ovulación (Hillier y col., 1994, Kumar y col., 1997, Ginther, 2000, Ginther 

y col., 2000, Howles, 2000, Hunter, 2003, Zeleznik, 2004). Mientras que la FSH se centra 

principalmente en el crecimiento folicular, la proliferación celular y la producción de estrógenos, 

LH induce la biosíntesis de andrógenos, la maduración final del ovocito y la ovulación (Wise y 

col., 1994, Howles, 2000, Mattioli y Barboni, 2000, Shimada y Terada, 2002, Accardo y col., 

2004, Sirard y col., 2007, Panigone y col., 2008).  

 

La FSH mejora la maduración de los ovocitos (tanto nucleares y citoplasmáticas), la expansión 

de las células del cumulus, la tasa de fertilización y el desarrollo embrionario temprano en varias 

especies de mamíferos incluyendo el bovino (van Tol y col., 1996, Ali y Sirard, 2002b, Nivet y 

col., 2012), ratón (Adriaens y col., 2004), cerdo (Ye y col., 2005, Wu y col., 2007, Sasseville y 

col., 2009) y humanos (Berkkanoglu y col., 2007, Hillier, 2009, Yan y col., 2011). El receptor a 

FSH se expresaría en las células de la granulosa y cumulus desde la etapa de folículo 

secundario en la mayoría de los mamíferos, incluyendo ratones, cerdos, ovejas, vacas y seres 

humanos (Salustri y col., 1989, Merriman y col., 1998, Anderiesz y col., 2000, Accardo y col., 

2004, Ali y Sirard, 2005, Ye y col., 2005). Durante el período preovulatorio, la FSH domina el 
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control del crecimiento folicular mientras que al momento de la ovulación, la LH toma un rol 

central tanto en el bovino como en humanos (O'Herlihy y col., 1980, World y col., 1980, Zafeiriou 

y col., 2000, Blondin y col., 2002, Dieleman y col., 2002, Baerwald y col., 2009). Asumiendo que 

los receptores de LH están ausentes en las células del cumulus (Amsterdam y col., 1975, van Tol 

y col., 1996, Nuttinck y col., 2004), la FSH ha sido la principal gonadotrofina utilizada en IVM 

para desencadenar la maduración de los ovocitos (Leibfried-Rutledge y col., 1989, Sirard y 

Blondin, 1996, Ali y Sirard, 2002b, Picton y col., 2003, Sirard y col., 2007, Landim-Alvarenga y 

Maziero, 2014, Lonergan y Fair, 2016). 

 

Para ser efectiva la LH depende de la expresión y funcionalidad del receptor a LH en el folículo. 

La expresión de este receptor ha sido reportada en la teca y células de la granulosa (Camp y 

col., 1991, Robert y col., 2003, Park y col., 2004), pero estaría ausente tanto en el ovocito como 

en las células del cumulus (Amsterdam y col., 1975, van Tol y col., 1996, Nuttinck y col., 2004). 

Se ha propuesto recientemente que el efecto de inducción meiótica de la LH sobre las células del 

cumulus estaría mediada indirectamente a través de los factores de crecimiento tipo EGF (Park y 

col., 2004, Panigone y col., 2008, Zhang y col., 2009, Reizel y col., 2010). Por lo tanto no sería 

necesaria la adición de LH en los medios IVM (Anderiesz y col., 2000, Choi y col., 2001, Ali y 

Sirard, 2002b). Sin embargo se han reportado trabajos donde informan la expresión del receptor 

a LH en células del cumulus en ratas, cerdos, y humanos (Peng y col., 1991, Shimada y col., 

2003, Kawashima y col., 2008, Jeppesen y col., 2012) señalando cierta controversia en el tema 

(Assidi y col., 2013). 

 

Hoy existe la posibilidad de utilizar FSH y LH recombinante. Estas hormonas son producidas por 

ingeniería genética avanzada y entre sus principales ventajas se pueden mencionar la pureza y 

riesgo sanitario mínimo (Bergh, 1999, Agrawal y col., 2000). Los resultados utilizando FSH 

recombinante humana (rhFSH) no muestran una ventaja significativa respecto de la hormona 

pituitaria (Bevers y col., 1997) con excepción de medios de maduración libres de suero (Calder y 

col., 2003). 

 

Uno de los cambios más visibles de la maduración in vitro es la expansión de las células del 

cumulus. Además de multiplicar su área de cobertura, el cumulus produce sustancias adherentes 

que permite que el ovocito sea atrapado por las fimbrias del oviducto e interaccione con el 

espermatozoide durante la penetración en el momento de la fecundación (Tanghe y col., 2002, 

Van Soom y col., 2002, Tanghe y col., 2003). 
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Durante el período de maduración el estrés oxidativo puede transformarse en daño o perjuicio 

para el ovocito cuando se produce un desequilibrio entre los factores pro-oxidantes y las 

defensas antioxidantes (Balaban y col., 2005, Agarwal y col., 2012). Los efectos adversos del 

estrés oxidativo sobre calidad del ovocito y su apropiado funcionamiento pueden producir 

fragmentación en el ADN, oxidación de proteínas y la peroxidación de lípidos (Dalvit y col., 

2005b, Furnus y col., 2008, Morado y col., 2009, Pandey y col., 2010). La síntesis de glutatión 

(GSH) durante la maduración in vitro tendría un papel importante sobre el desarrollo del embrión 

ya que protegería al ovocito del daño oxidativo (Lord y Aitken, 2013, Tsunoda y col., 2013). El 

aumento de las concentraciones de GSH durante IVM en ovocitos bovinos mejoró el desarrollo 

embrionario (de Matos y col., 1995, Miyamura y col., 1995, de Matos y col., 1996, Furnus y col., 

1998). El daño oxidativo causado por las especies reactivas al oxígeno (ROS) son altamente 

reactivas e inestables. Ellas pueden reaccionar con ácidos nucleicos, lípidos, proteínas, hidratos 

de carbono para adquirir un electrón y recuperar la estabilidad. Estas reacciones inducen una 

cascada de sucesos posteriores en cadena que finalmente, pueden resultar en daño celular (de 

Lamirande y Gagnon, 1994, Ford, 2004, Agarwal y col., 2006b, Agarwal y col., 2012). Las ROS 

están implicadas en una amplia gama de disfunciones reproductivas incluyendo la maduración 

de ovocitos, la esteroidogénesis, la función del cuerpo lúteo, y la capacitación e hiperactivación 

espermática (Rueda y col., 1995, Aitken, 2000, Behrman y col., 2001, Agarwal y col., 2005, 

Agarwal y col., 2006a, Ruder y col., 2008, Sordillo y Aitken, 2009, Pandey y col., 2010, Tsunoda 

y col., 2013). En concreto, las ROS pueden causar roturas en cadena de ADN (Takahashi y col., 

2000, Wei y Lee, 2002, Combelles y col., 2009), inducir apoptosis en los ovocitos y durante el 

desarrollo embrionario temprano (Tatemoto y col., 2000, Guerin y col., 2001, Zhang y col., 2006, 

Jančar y col., 2007, Ryter y col., 2007) o provocar el envejecimiento del ovocito (Tarin, 1996, 

Fissore y col., 2002, Goud y col., 2008, Tatone y col., 2008, Lord y Aitken, 2013). Bajo 

condiciones de cultivo in vitro, los sistemas anti-oxidantes pueden atenuar los efectos deletéreos 

del estrés oxidativo causado por ROS (Del Corso y col., 1994, Pompella y col., 2003, 

Trachootham y col., 2008). Los tioles como la cisteína, b-mercaptoetanol o cisteamina han 

demostrado ser efectivos como sistemas anti-oxidantes y tener efectos beneficiosos en la 

viabilidad de los ovocitos y mantener, e incluso mejorar, las diversas funciones de sus células 

(de Matos y col., 2002b, Ali y col., 2003). El agregado de tioles al medio de maduración aumenta 

los niveles de GSH intracelular durante la maduración de ovocitos bovinos (de Matos y col., 

1995, de Matos y col., 1996, de Matos y col., 1997, Caamaño y col., 1998, de Matos y Furnus, 

2000, de Matos y col., 2002a, Ali y col., 2003, Furnus y col., 2008, Deleuze y Goudet, 2010). La 
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concentración de GSH está altamente correlacionada con la presencia y cantidad de células del 

cumulus (Caamaño y col., 1998, Cetica y col., 2001, de Matos y col., 2002b, Tanghe y col., 2002, 

Fatehi y col., 2005, Luberda, 2005, Maedomari y col., 2007) y el contenido de GSH aumenta 

durante el transcurso del período de maduración alcanzado el pico en la etapa de metafase II 

para luego caer durante rápidamente en los estadios embrionarios tempranos (Harvey y col., 

2002, Luberda, 2005, Takahashi, 2012). 

 

1.2.3. Tensión de oxígeno durante IVM, FIV y IVC 

 

En el bovino, las condiciones atmosféricas en IVM más utilizada es 5% de CO2 en aire (20% de 

oxígeno), siendo que la tensión de oxígeno es más baja tanto en el tracto reproductivo femenino 

(Fischer y Bavister, 1993, Bavister, 1995) como también en el folículo antral (Redding y col., 

2008, Thompson y col., 2015). Durante el cultivo embrionario, especialmente en condiciones 

libres de células soporte (co-cultivo), la concentración de oxígeno de 5-7% sería óptima 

(Thompson y col., 1990, Takahashi y col., 1996, Olson y Seidel, 2000). Este consenso no ha sido 

totalmente alcanzado para el bovino donde ciertos reportes demuestras efectos beneficiosos 

bajo condiciones de baja tensión de oxígeno durante la IVM (Hashimoto y col., 2000a, Kruip y 

col., 2000, Leivas y col., 2006, Bermejo-Alvarez y col., 2010b) y otros efectos perjudiciales 

(Pinyopummintr y Bavister, 1995, Watson, 2000, de Castro e Paula y Hansen, 2007). Durante la 

fertilización, la tensión de oxígeno ha mostrado efectos positivos (Takahashi y Kanagawa, 1998) 

como negativos (Pinyopummintr y Bavister, 1995, Bermejo-Alvarez y col., 2010b). El 

metabolismo de la glucosa durante la IVM está ligado a la tensión de oxígeno y generación de 

ROS. El estrés oxidativo excesivo impacta negativamente en la capacidad de desarrollo de 

ovocitos y embriones (Johnson y Nasr-Esfahani, 1994, Guerin y col., 2001). En condiciones de 

alta tensión de oxígeno durante la IVM es necesario una baja concentración de glucosa para 

mantener la competencia del desarrollo (Hashimoto y col., 2000b). Una baja concentración de 

glucosa favorece la disminución de ROS y aumenta el GSH, mientras que una alta concentración 

de glucosa puede inhibir las enzimas responsables de la síntesis de GSH, lo que puede afectar 

la capacidad de los ovocitos para reducir los niveles de ROS (Hashimoto y col., 2000b). La baja 

tensión de oxígeno durante la maduración in vitro de los ovocitos bovinos sería beneficiosa 

debido a la disminución de los ROS, principalmente (Krisher, 2004). Si bien la producción de 

ATP y la progresión a metafase II se inhiben en un ambiente con bajo oxígeno, la generación de 

ATP a través de la glucólisis y la proporción de ovocitos que alcanza MII aumenta cuando se 

agrega glucosa (Hashimoto y col., 2000b). 
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Los sistemas de co-cultivo con células somáticas, tales como células del oviducto o células de 

granulosa (Lim y Hansel, 1998, Pegoraro y col., 1998), y sistemas de cultivo libres de células 

como el SOF suplementado con FCS (Holm y col., 1999, Krisher y col., 1999), producen 

porcentajes de desarrollo de embriones similares. Estos dos sistemas difieren también en la 

tensión de oxígeno bajo la cual se cultivan los embriones: 20% de O2 durante el cultivo en 

condiciones de co-cultivo, mientras que 5% de O2 se utiliza en condiciones de cultivo libre de 

células. Cuando los embriones se cultivan en ausencia de células somáticas, altas tensiones de 

oxígeno pueden afectar negativamente el desarrollo in vitro de embriones bovinos (Fukui y col., 

1991). Se ha propuesto que las células somáticas, durante el co-cultivo, disminuyen la tensión de 

oxígeno en la zona adyacente al embrión (Bavister, 1988) y de esta forma ayudan a mitigar el 

efecto negativo de la alta tensión de oxígeno (Eppig y Wigglesworth, 1995). 

 

1.3. Fecundación in vitro (FIV) 

 

La fecundación consiste en una serie programada de eventos complejos que protagonizan las 

gametas masculina y femenina. Se inicia con la fusión de las membranas plasmáticas del 

espermatozoide y del ovocito y finaliza con la formación del cigoto. Sólo los ovocitos que han 

madurado (maduración meiótica y citoplasmática) pueden ser fecundados y desarrollarse 

normalmente hasta el estadio preimplantacional de blastocisto (Parrish y First, 1991, Sirard y 

Blondin, 1996). La fecundación in vitro transcurre entre 18 y 24 horas luego de iniciada la IVM 

donde los ovocitos “maduros” son co-cultivados con espermatozoides capacitados a los fines de 

lograr la penetración de la zona pelúcida y la fusión del espermatozoide y el ovocito (Brackett, 

1973, Brackett y col., 1978, Brackett y col., 1980, Brackett, 1985, First y Parrish, 1987, Greve y 

Madison, 1991, Kato y Iritani, 1993, Bavister, 2002, Hasler y Barfield, 2014)  

 

Para una fertilización exitosa se requiere de espermatozoides y ovocitos con todas sus funciones 

intactas y competentes, como también condiciones de incubación compatibles con sus 

actividades y funciones biológicas (Parrish y First, 1991, Wassarman, 1994). “In vivo”, el tracto 

reproductivo de la hembra provee estas condiciones mientras que “in vitro”, se intenta imitar este 

ambiente utilizando medios de fertilización y factores capacitantes (Byrd, 1981, Wright y Bondioli, 

1981, Chang, 1984, Dalvit y col., 1995, Baldi y col., 2000, Wassarman y col., 2001). El medio de 

fertilización más utilizado actualmente, no replica las condiciones “in vivo” de manera efectiva 

(Parrish y col., 1986, Parrish y col., 1999). 
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La formulación de un medio de fertilización debe ser capaz de proporcionar el entorno y 

condiciones necesarias para favorecer/maximizar la penetración de cada ovocito maduro por un 

espermatozoide capacitado. Además, debe contener ingredientes que además de sostener la 

normal actividad metabólica de las gametas, deben promover la motilidad espermática, 

capacitación, la unión de las gametas y el inicio del desarrollo embrionario temprano (Ball y col., 

1983, Gordon, 2003e). Varios componentes químicos incluyendo la heparina (Parrish y col., 

1988, Mendes y col., 2003), cafeína (Coscioni y col., 2001), cafeína más heparina (Niwa y 

Ohgoda, 1988, Park y col., 1989b, Tajik y Niwa, 1998), glucosa (Urner y Sakkas, 1996), calcio 

(Byrd, 1981, Parrish y col., 1999, Coscioni y col., 2001), bicarbonato (Lee y Storey, 1986, 

Boatman y Robbins, 1991, Suzuki y col., 1994, Tajik y col., 1994) e inositol (Kline y Kline, 1994, 

Ho y Suarez, 2001c) han resultado ser indispensables para lograr una fertilización exitosa. 

Medios “simples” con alta carga ionica (“hipertonicos”), como el Brackett y Oliphant (BO) 

(Brackett y Oliphant, 1975a), TALP-FIV (tyrode's albumin lactate pyruvate medium) (Parrish y 

col., 1986, Parrish y col., 1999) y más recientemente el SOF-FIV (Gandhi y col., 2000, Ferré y 

col., 2013) y el M199-FIV (Nedambale y col., 2006a) han sido ampliamente utilizados para lavar 

semen congelado y fecundar ovocitos in vitro. Entre las diferencias más notorias se encuentra el 

tiempo de fertilización. El TALP-FIV y SOF-FIV requieren >10 hs mientras que el BO demanda 5-

6 hs como máximo (Brackett y Oliphant, 1975a, Ward y col., 2002). 

 

El medio TALP es una preparación Tyrode modificada que contiene 25 mM de bicarbonato de 

sodio y albúmina sérica (0,6% w/v). El medio Tyrode/albúmina (TA) se modifica adicionalmente 

con cantidades variables de fuentes de energía como el lactato de sodio y piruvato (LP). Las 

concentraciones óptimas de estas fuentes de energía son 10 mM lactato y 1,0 mM piruvato en 

presencia de 5,6 mM de glucosa, 285-295 mOsm de osmolaridad. Cuando se utiliza TALP como 

el medio de la fertilización, BSA se emplea como fuente proteica. Algunos estudios han 

demostrado que la suplementación proteica no sería esencial cuando los ovocitos están 

rodeados por células del cumulus, pero es esencial cuando los ovocitos están libres de cumulus 

(Tajik y col., 1993, Saeki y col., 1994). Una alternativa al medio TALP como medio de fertilización 

es el SOF (Lazzari y col., 1999, Tervit y Pugh, 2000). Comparaciones entre el TALP y SOF 

revelaron que la calidad de los embriones producidos a día 7 fue significativamente superior en 

el medio FIV SOF suplementado con aminoácidos esenciales (EAA), aminoácidos no esenciales 

(NEAA), glutamina y glicina (Lazzari y col., 1999). El medio FIV SOF sin glucosa resultó ser más 
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adecuado que el TALP y que la suplementación con aminoácidos al medio había mejorado la 

calidad de los embriones (Lazzari y col., 1999). 

 

La fecundación implica un aumento transitorio en la concentración intracelular de Ca2+ libre en 

los ovocitos, que comienza con la liberación de Ca2+ a partir del sitio de unión con el 

espermatozoide. La fecundación estaría controlada principalmente por la interacción entre el 

espermatozoide y componentes del ovocito. El ovocito y las moléculas de adhesión en la 

superficie del espermatozoide regulan el proceso de fecundación (Kopf y col., 1990, Wassarman, 

1994, Töpfer-Petersen y col., 2000, Brewis y col., 2005). El espermatozoide debe someterse a un 

evento de exocitosis antes de que pueda fecundar el ovocito. El mecanismo implicado en la 

unión espermatozoide-ovocito se basa en la interacción de las proteínas y carbohidratos 

presentes en la superficie de los gametas (Primakoff y Myles, 2002, Talbot y col., 2003). La 

fecundación marca el inicio de la transición del ovocito a embrión y el estímulo para la activación 

del ovocito originado por un aumento en la concentración de calcio intracelular liberado de las 

reservas intracelulares en el retículo endoplasmático (Snell y White, 1996, Talbot y col., 2003, 

Kaji y Kudo, 2004, Wassarman y col., 2005). El calcio es un segundo mensajero empleado por 

una variedad de células para transmitir señales generadas por diversos factores (Stricker, 1999, 

Swann y Parrington, 1999, Ciapa y Chiri, 2000, Williams, 2002, Malcuit y col., 2006, Whitaker, 

2006, Whitaker, 2008, Wakai y col., 2011, Kashir y col., 2014). El calcio típicamente lleva a cabo 

su papel de señalización en la forma de liberaciones muy cortas (picos) mediante un aumento de 

la concentración de calcio libre intracitoplasmática y que se repiten periódicamente (oscilaciones 

de calcio) (Ciapa y Chiri, 2000, Malcuit y col., 2006). En los ovocitos, las oscilaciones de calcio 

se producen durante la maduración meiótica y en la fertilización, y desencadenan su activación; 

mientras que después de la fertilización, las oscilaciones continuarán hasta la formación del 

pronúcleo (Williams, 2002, Kaji y Kudo, 2004, Tosti, 2006, Kashir y col., 2014). Sobre la base de 

que el espermatozoide absorbe calcio durante su período de capacitación, se propone que es el 

espermatozoide quien sería responsable de inyectar calcio o de mediar la entrada de calcio en el 

ovocito (Homa, 1995). En el primera opción, el espermatozoide actuaría como hormona 

uniéndose a los receptores específicos de la membrana plasmática de los ovocitos; mientras que 

en el segunda teoría, el espermatozoide desencadenaría la liberación de calcio luego de la 

fusión con el ovocito y luego introduciéndolo directamente en el ooplasma (Ciapa y Chiri, 2000, 

Töpfer-Petersen y col., 2000, Evans, 2002, Primakoff y Myles, 2002, Williams, 2002, Gadella y 

Evans, 2011, Kashir y col., 2014).  
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La fecundación implica la activación del ovocito por el espermatozoide; sin este estímulo, el 

ovocito incapaz de formar los pronúcleos y convertirse en un cigoto. Una característica notable 

de la activación es que el vitelo se reduce en volumen, expulsando fluido en el espacio 

perivitelino. Al mismo tiempo, la cabeza del espermatozoide se transforme en el pronúcleo 

masculino. La transformación del núcleo del espermatozoide implica la disolución de la envoltura 

nuclear y la descondensación de la cromatina en el ooplasma. Los cambios morfológicos que 

experimenta el espermatozoide durante la transformación en el pronúcleo masculino son: 1) 

descondensación del núcleo del espermatozoide; 2) re-condensación del núcleo del 

espermatozoide; 3) re-descondensación del núcleo del espermatozoide; 4) formación del pre-

pronúcleo; y 5) pronúcleo masculino (Collas y Poccia, 1998, Chian y col., 1999). 

 

Luego de la reacción acrosómica (RA) el espermatozoide pierde el contenido acrosomal 

quedando expuesta la membrana acrosomal interna. Ésta se encuentra fusionada a la 

membrana plasmática de la región posacrosomal de la cabeza del espermatozoide, formando el 

segmento ecuatorial. Es por este segmento, donde comienza la fusión de las membranas 

plasmáticas entre ambas gametas (Elder y col., 2010). Una vez atravesada la zona pellucida 

(ZP) el espermatozoide alcanza el espacio perivitelino. La penetración de la ZP es el resultado 

de la acción coordinada de las enzimas acrosomales liberadas en la RA y la fuerza de empuje 

desarrollada por el movimiento del espermatozoide, que agita la cola de lado a lado y la cabeza 

de adelante a atrás (Töpfer-Petersen y col., 2000, Wassarman y col., 2004, Elder y col., 2010, 

Gadella, 2010, Gadella y Evans, 2011). Una vez en el espacio perivitelino, la membrana 

plasmática del espermatozoide se une al oolema. La fusión, que primeramente involucra solo a 

la cabeza del espermatozoide, en algunos mamíferos continúa hasta la incorporación del cuerpo 

completo del espermatozoide dentro del citoplasma del ovocito (Elder y col., 2010). Las 

mitocondrias presentes en la cola del espermatozoide son degradadas y sólo las mitocondrias 

maternas pasarán a la siguiente generación (Cummins, 2000, Luo y col., 2013, Sato y Sato, 

2013). En este momento los gránulos corticales se fusionan con la membrana plasmática del 

ovocito liberando su contenido dentro del espacio perivitelino. Las enzimas hidrolíticas y 

glicoproteínas liberadas modifican las características fisicoquímicas de la ZP evitando la entrada 

de nuevos espermatozoides y por lo tanto la polispermia. A este proceso se lo conoce como 

reacción cortical o de zona. Al mismo tiempo, la membrana plasmática del cigoto se convierte en 

un mosaico formado por las membranas de los gránulos corticales y la membrana plasmática 

original. Además, se genera un fuerte endurecimiento de la zona pelúcida (Katska y col., 1989, 

Coy y col., 2008b, Canovas y col., 2009, Papi y col., 2010, Liu, 2011). El endurecimiento de la ZP 
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parecería tener como objeto contribuir en el bloqueo a la polispermia y de esa forma evitar la 

penetración de varios espermatozoides (Katska y col., 1989, Coy y col., 2002, Coy y col., 2008b, 

Canovas y col., 2009, Papi y col., 2010). La polispermia es un problema común de la FIV en 

muchas especies (Wang y col., 2003, Tsaadon y col., 2006, Dale y DeFelice, 2011), 

presentándose en el porcino con una frecuencia mayor (Abeydeera, 2002, Coy y Romar, 2002, 

Funahashi, 2003, Suzuki y col., 2003) en comparación al bovino (Fukui y col., 1991, Papi y col., 

2012) o al humano (van der Ven y col., 1985, Balakier, 1993, Aoki y col., 2005). Los niveles 

máximos de polispermia reportados después de la fecundación in vitro llegan al 50% en el caso 

del cerdo y 25% para el bovino (Coy y col., 2008b). Si bien el endurecimiento de la ZP después 

de la fecundación parecería ser un evento común en los mamíferos (Sun, 2003), otros estudios 

muestran que los ovocitos porcino y bovino fecundados no presentan el endurecimiento de la ZP 

(Coy y col., 2002, Coy y Romar, 2002, Coy y col., 2005, Coy y col., 2008b). Uno de los 

mecanismos propuestos para bloquear la polispermia es un aumento de la resistencia de la ZP a 

la digestión proteolítica como consecuencia de la exocitosis de gránulos corticales que se 

produce poco después de la fertilización. Sin embargo, parecería que la ZP de los ovocitos de 

cerdo y bovino se endurece antes de la fecundación. Por tal motivo se especula que tal 

endurecimiento ZP pre-fertilización podría estar implicado en el control de polispermia, y su falta 

en los ovocitos madurados in vitro podría ser una de las razones del incremento en la 

polispermia post-fecundación (Coy y col., 2008a, Coy y col., 2008b, Coy y Aviles, 2010). 

 

La polispermia (la penetración del citoplasma de ovocito por más de una espermatozoides) es 

una condición patológica que usualmente causa la muerte temprana del embrión (Hunter, 1991). 

Aunque la prevalencia de la polispermia en condiciones in vitro es moderada/baja, en los 

sistemas FIV sigue siendo un obstáculo importante ya no siempre es factible de detectarla a 

tiempo produciendo pérdidas económicas importantes sobre todo cuando embriones con alguna 

anomalía son transferidos (Wang y col., 2003, Tsaadon y col., 2006, Coy y col., 2008a, Dale y 

DeFelice, 2011). La entrada del espermatozoide en el citoplasma del ovocito induce la liberación 

de los contenidos de los gránulos corticales, que modifican la membrana vitelina, la zona 

pelúcida (ZP), o ambos, haciéndola refractaria a la entrada de otro espermatozoide (Hoodbhoy y 

Talbot, 1994, Raz y Shalgi, 1998, Liu, 2011, Papi y col., 2012) y finalizando con cambios en las 

propiedades mecánicas y la resistencia de la ZP a la proteasa (Yu y col., 2003, Papi y col., 

2010). Sin embargo, si bien existen grandes similitudes en los mecanismos de fecundación entre 

roedores y ungulados, observaciones en ovocitos porcinos y bovinos ovocitos no fecundados, 

muestran que la resistencia a ZP pronasa dura desde horas hasta días (Katska y col., 1989, 
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Katska y col., 1999, Kolbe y Holtz, 2005, Coy y col., 2008b), en contraste con la resistencia que 

exhibe la ZP de ovocitos de ratón o hámster antes de la fertilización (de segundos a minutos) 

(Gulyas y Yuan, 1985, Yang y Yanagimachi, 1989). De esta manera la ZP de ovocitos en 

ungulados podría estar sometida a modificaciones durante el tránsito en el oviducto (antes de la 

fertilización) que afectan su resistencia a la digestión con pronasa y por lo tanto su interacción 

con el esperma (Kim y col., 1996, Coy y col., 2002, Coy y col., 2005, Coy y col., 2008b). Esto 

podría representar un mecanismo adicional para controlar la polispermia, diferente a los cambios 

producidos o inducidos por la reacción cortical. Esto se apoyaría en la opinión de que los 

espermatozoides necesitarían para penetrar la ZP, al menos en parte, del empuje físico 

(Bedford, 2004), y sólo aquellos con la capacidad (o la fuerza) de cruzar la ZP endurecida 

(resistente a la proteasa) tendría éxito en la fecundación del ovocito. A esto se le sumaría las 

modificaciones que experimenta la ZP revistiéndose de los sitios de unión de espermatozoide-ZP 

(Rodeheffer y Shur, 2004, Lyng y Shur, 2006), lo que representa un mecanismo diferente para 

seleccionar el espermatozoide fecundante (Schatten, 2008, Florman y Fissore, 2015). La 

selección del espermatozoide, ya sea por resistencia a pronasa pre-fecundación o por unión 

selectiva a la ZP, puede representar las diversas formas mediante la cual se regula la 

polispermia (Wang y col., 2003, Tsaadon y col., 2006, Coy y col., 2008a, Dale y DeFelice, 2011, 

Papi y col., 2012). 

 

La FIV en el bovino se realiza rutinariamente a una concentración fija de 1 millón de 

espermatozoides/ml con una proporción de espermatozoides-ovocito de 5000:1 (Rizos y col., 

2002a, Rizos y col., 2002c, Ward y col., 2002). Incrementar la relación de espermatozoides-

ovocito por encima de 5000: 1 no aumentaría la tasa de clivaje ni de formación de blastocistos 

(Heeres y col., 1996, Tanghe y col., 2000). El cambio de tamaño de gota de fertilización de 50 µl 

a 500 µl tampoco tuvo efecto (Tanghe y col., 2000).  

 

Generalmente, los ovocitos bovinos maduros son co-incubados con espermatozoides durante 

más de 16 horas. En contraste con lo que ocurre in vivo donde el ovocito ovulado se encuentra 

con muy pocos espermatozoides en el lugar de la fecundación, el ovocito está rodeado de un 

gran número de espermatozoides en la gota FIV. En el oviducto, por lo general hay tiempo 

suficiente para el bloqueo contra la polispermia se active antes de que otro espermatozoide de la 

misma o siguiente oleada llega a la célula (Florman y Fissore, 2015, Suarez, 2015). En la placa 

de FIV en condiciones in vitro, existe la posibilidad de que el bloqueo para evitar la polispermia 

no tenga el tiempo suficiente para activarse. Se ha examinado el efecto del tiempo de exposición 
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de los espermatozoides y los ovocitos en el resultado de la fecundación in vitro. Se ha 

encontrado que un período de 24 h de co-incubación produce altas tasas de fertilización (76%) 

mientras que en períodos más cortos de co-incubación (4-12 h) las tasas fueron 

significativamente más bajas (25-54%) (Rehman y col., 1994). Los sistemas de fecundación in 

vitro más comunes en bovinos contemplan la co-incubación de espermatozoides y ovocitos por 

un período corto (<8 h) o largo (> 16 h). La exposición breve de los ovocitos a los 

espermatozoides podría mejorar el resultado de la FIV al incrementar la calidad del embrión 

(Berland y col., 2011), pero puede conducir a tasas de clivaje y desarrollo más bajas (Ward y 

col., 2002, Kochhar y col., 2003). Durante la co-incubación prolongada (> 16 h), los ovocitos y 

cigotos pueden estar expuestos a condiciones sub-óptimas de cultivo debido al aumento de ROS 

producido por los espermatozoides muertos y las enzimas hidrolíticas liberadas (Baker y Aitken, 

2004, Dalvit y col., 2005b, Tsunoda y col., 2013). El tiempo de co-incubación de las gametas 

durante 18-24 horas con una concentración de espermatozoides entre 1 a 1,5 x106 por ml puede 

lograr tasas aceptables de clivaje y desarrollo embrionario (Long y col., 1994, Rehman y col., 

1994, Rizos y col., 2002c, Ward y col., 2002), pero una reducción de la co-incubación a 10 horas 

utilizando la misma concentración espermática también puede rendir tasas similares de clivaje y 

blastocistos (Ward y col., 2002). Otras metodologías incluyen el acortamiento sustancial del 

tiempo de co-incubación do (<6 h) sumado a un aumento significativo de la concentración 

espermática (hasta 6 x106/ml) (Brackett y Oliphant, 1975a, Nedambale y col., 2006a). Tanto la 

alta concentración espermática como el intervalo prolongado de co-incubación pueden resultar 

en un exceso de espermatozoides muertos que podría inducir el endurecimiento de la zona 

pelúcida y comprometer la FIV y la viabilidad de los embriones (Gianaroli y col., 1996a, Gianaroli 

y col., 1996b, Kattera y Chen, 2003). Se han propuesto protocolos alternativos para evitar la 

exposición prolongada del ovocito a una alta concentración de espermatozoides. Entre las 

estrategias propuestas figura la co-incubación de ovocitos y espermatozoides durante pocas 

horas seguido de un lavado de los ovocitos para remover cualquier exceso de espermatozoides 

adheridos y continuar la FIV por otras 12-15 h (Berland y col., 2011). Esta metodología es 

también utiliza en el cerdo con la finalidad de reducir la polispermia (Coy y Romar, 2002, 

Funahashi, 2003) y mejorar la eficiencia de la FIV (Grupen y Nottle, 2000, Gil y col., 2004, Nagai 

y col., 2006, Gil y col., 2007). 

 

La co-incubación prolongado de ovocitos y espermatozoides durante la FIV podría tener efectos 

adversos sobre el desarrollo embrionario posterior debido a la producción excesiva de ROS y a 

la tasa de polispermia que probablemente aumente con una co-incubación prolongada (Sumantri 
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y col., 1996). Los espermatozoides que rodean a los COCs durante la FIV lo hacen dentro de las 

2 primeras horas de iniciado la co-incubación (Sumantri y col., 1996). En ganado cebú, los 

resultados de la FIV no mejoran cuando los espermatozoides y ovocitos son co-incubados 

durante más de 12 h, independientemente del método de selección de espermatozoides utilizado 

(swing-up, gradientes de Percoll, lavado por centrifugación) (Dode y col., 2002). 

 

El semen congelado ha mostrado ser más susceptible a la peroxidacion lipídica y al daño por 

radicales libres que el semen fresco (Bell y col., 1993, Vishwanath y Shannon, 1997, Bilodeau y 

col., 2001, Foote y col., 2002). La significancia e impacto de los radicales libres sobre la función 

espermática está bien documentada (de Lamirande y Gagnon, 1995, Griveau y Le Lannou, 1997, 

Lapointe y Bilodeau, 2003, Fujii y col., 2005, Killian, 2011). Entre los efectos más notorios 

podemos remarcar perdida de motilidad espermática, capacidad disminuida de fusionarse con el 

ovocito y menor capacidad fecundante debido a la peroxidacion de los lípidos de la membrana 

plasmática del espermatozoide (Aitken y col., 1989, Aitken y Fisher, 1994, Aitken, 1995, Opuwari 

y Henkel, 2016). En consecuencia, el uso de antioxidantes podría resultar benéfico para 

preservar la integridad y capacidad fecundante de los espermatozoides (Irvine, 1996, Boquest y 

col., 1999, Dalvit y col., 2005a) e incrementar la tasa de ovocitos fecundados y clivaje (Parrish y 

First, 1991, du Plessis y col., 2008, Xu y col., 2009, Parrish, 2014). Generalmente, los medios 

FIV no presentan en su formulación un agente antioxidante. Como consecuencia de ello, el 

semen se encuentra desprotegido contra los radicales libres y los procesos oxidativos (Aitken y 

col., 1989, Sanocka y Kurpisz, 2004, du Plessis y col., 2008, Aitken y col., 2012). Los diferentes 

medios de fecundación utilizados para fertilizar los ovocitos in vitro se muestran en la Tabla 5.  

 

Tabla 5: Medios FIV. Principales diferencias 

Reactivo\Medio BO M199-FIV TALP-FIV SOF-FIV 

Publicación 
(Brackett y 

Oliphant, 1975a) 

(Nedambale y 

col., 2006a) 

(Parrish y 

col., 1999) 

(Ferré y col., 

2016) 

Ácido ascórbico (mM)  0,0003   

Cafeína (mM) 10 10   

Fructosa (mM)    0,5 

Glucosa (mM) 13,9 13,9   

Glutation (mM)  0,0002   

Hepes (mM)  25   
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NaCl (mM) 112 103 114 107,7 

NaHCO3 (mM) 37 37 26 25 

KCl (mM) 4,02 5,37 3,2 7,16 

Mioinositol (mM)  0,0003   

KH2PO4 (mM)    1,19 

Sodium Lactate (mM)   10 5,3 

NaH2PO4 (mM) 0,83 0,88 0,4  

CaCl2-2H2O (mM) 2,25 1,36 1,8 1,7 

MgSO47H2O (mM) 0,52 0,88   

MgCl2.6H2O (mM)   0,5 0,49 

 

Bajo condiciones “in vivo”, los espermatozoides potencialmente fértiles son separados de los 

espermatozoides inmóviles, anormales, debris y plasma seminal en el tracto genital de la hembra 

durante la migración a través de del cervix y útero (Hafez y Hafez, 2000b). Durante este proceso, 

los espermatozoides con motilidad progresiva, funcionales y con acrosoma intacto experimentan 

cambios fisiológicos donde adquieren la competencia para fecundar el ovocito (“capacitación”) 

(Hafez y Hafez, 2000b, Gordon, 2003b, Suarez, 2015).  

 

La fertilización in vitro ha sido utilizada con éxito para el tratamiento de algunos problemas de 

infertilidad humana desde 1978. Recién en el año 1982 se obtuvo el primer ternero nacido de 

ovocitos fertilizados y cultivados en condiciones de laboratorio (Brackett y col., 1982) y a inicios 

de los ’90, el primer ternero completamente producido in vitro (Fukuda y col., 1990). Esto generó 

una necesidad de mejorar las técnicas de separación de espermatozoides con el fin de 

incrementar la población de espermatozoides con alta motilidad progresiva, morfología normal, 

limpios de impurezas, medio de congelación y plasma seminal (Parrish y col., 1986, Leibfried-

Rutledge y col., 1989, Zavos, 1992, Parrish y col., 1995, Rodriguez-Martinez y col., 1997). 

 

La calidad post-descongelado del semen bovino es muy variable y acondicionar los 

espermatozoides para lograr una fertilización exitosa resulta extremadamente importante (Veznik 

y col., 2007). Son variados los métodos para enriquecer una muestra con espermatozoides 

motiles, libres de plasma seminal y medio de congelación. Entre ellos podemos mencionar el uso 

de centrifugación por gradiente de densidad, swim-up y combinación de swim-up/swim-down 

(Berger y col., 1985, Van der Zwalmen y col., 1989, Mortimer y Mortimer, 1992, Mortimer, 1994, 
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Avery y Greve, 1995, Leonetti y col., 1995, Mortimer, 2000a, Henkel y Schill, 2003, Morrell, 2006, 

Paasch y col., 2007, Henkel, 2012). Estos métodos, en su mayoría, provienen de intentar la 

separación de espermatozoides X e Y, para la obtención de semen "sexado" (Gledhill, 1988, Han 

y col., 1993, Mortimer, 1994, Gawecka-Szczygiel y Kurpisz, 1995, Flaherty y Matthews, 1996, De 

Jonge y col., 1997, Mortimer, 2000a, Yan y col., 2006, Wolf y col., 2008). 

 

Además de la separación de espermatozoides con alta motilidad progresiva, remover el plasma 

seminal, agentes crioprotectores, material diluyente y debris, también puede iniciar la 

capacitación (Centola y col., 1998). 

 

Existen 4 métodos básicos para separar espermatozoides motiles del plasma seminal y medio de 

congelamiento (Mortimer, 1994, Mortimer, 2000a, Henkel y Schill, 2003, Henkel, 2012): 

1-dilución y lavado, 2-migración, 3-lavado selectivo por gradiente de densidad y 4-métodos 

adherentes. El primero resulta de la dilución del semen 5 a 10 veces y la separación de los 

espermatozoides por centrifugación. Esto se repite 2 a 3 veces. La fracción con la cual se va a 

inseminar incluye a los espermatozoides motiles, muertos, moribundos y anormales al no ser 

selectiva. El segundo método es una combinación de migración y sedimentación gravitacional 

selectiva por centrifugación en un medio de cultivo. Entre las técnicas contamos con swim-up y 

swim-up/swim-down (ver Figura 9). El tercer método consiste en la separación selectiva de 

espermatozoides por centrifugación en gradiente de densidad (Figura 10). La técnica separa 

espermatozoides motiles a través de capas discontinuas (diferente densidad: 90%-45% o 80%-

40%). El semen descongelado, colocado en la parte superior de las capas, es forzado a pasar 

por ellas por centrifugación. El cuarto método se basa en transponer los espermatozoides 

descongelados a través de una columna de filtración. 

 

El sistema de separación ideal debería ser 1) rápido, fácil de operar y costo-efectivo, 2) separar 

la mayor cantidad posible de espermatozoides motiles, 3) no causar daño a los espermatozoides 

o alteraciones fisiológicas, 4) eliminar los espermatozoides muertos, anormales y otras células 

como leucocitos y bacterias, y 5) eliminar sustancias toxicas (endotoxinas), factores 

descapacitantes y compuestos oxidativos (ROS).  

 

Una de las metodologías más utilizadas para separar células espermáticas motiles en el bovino 

es la centrifugación por gradiente de densidad a través de una sustancia coloidal. Este gradiente 

puede ser continuo (Bolton y Braude, 1984) o discontinuo (Pousette y col., 1986). En el continuo 
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existe un gradual incremento de la densidad desde la parte superior hacia el fondo del tubo. En 

cambio, en el discontinuo, existe una marcada diferencia y separación entre la capa superior e 

inferior.  

 

  
Figura 9: La técnica de swim-up. El semen 

descongelado es cuidadosamente depositado en 

la parte inferior del tubo que contiene el medio de 

lavado. El tubo se coloca en un ángulo de 45° y 

se incuba durante 60 minutos a temperatura 

controlada. Los espermatozoides viales nadan 

hacia el medio de lavado del cual se los aspira 

(Beydola y col., 2013) 

 

Figura 10: Centrifugación por gradiente de densidad. 

Los gradientes inferior (80-90%) y superior (40-45%) 

son cuidadosamente constituidos en capas. El tubo 

es centrifugado a una velocidad alta 

(aproximadamente 2000-2500 rpm) durante 10-15 

minutos. El sobrenadante es descartado y el pellet 

obtenido es nuevamente centrifugado a una 

velocidad baja (1200 rpm). Los espermatozoides 

muertos, anormales, medio de congelación es 

retenido en las capas superiores. Los 

espermatozoides motiles se ubican en la parte 

inferior del gradiente (Beydola y col., 2013). 

 

Durante la centrifugación los espermatozoides son forzados a pasar a través de la capa coloide y 

concentrarse en la zona de densidad más a fin a la suya (punto isopicnico) (Mortimer, 1994, 

Mortimer, 2000a, Henkel y Schill, 2003, Henkel, 2012, Beydola y col., 2013). Alterando la fuerza 

y tiempo de centrifugación y la densidad del coloide, es posible recuperar espermatozoides 

intactos, funcionales y competentes. Hasta ahora la centrifugación más utilizada por los 

laboratorios de fertilidad asistida es la de capas discontinuas (90%/45% ó 80%/40%) pero 

recientemente han aparecido algunas publicaciones utilizando la centrifugación por capa simple 

(Thys y col., 2009). 

 

La selección de espermatozoides por centrifugación en gradiente de densidad discontinuo ha 

probado ser efectiva para mejorar la motilidad de la muestra recuperada (Parrish y col., 1995), el 
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porcentaje de células espermáticas con morfología normal (Prakash y col., 1998), y con 

membrana y acrosoma intactos (Oliveira y col., 2012). El gradiente de Percoll proporciona una 

mayor recuperación de espermatozoides motiles en comparación con el swim-up (Parrish y col., 

1995) y con resultados de FIV más exitosos. Sin embargo, se han notado variaciones entre 

partidas de Percoll y algunos lotes pueden ser perjudiciales para los espermatozoides afectando 

tasas de formación de blastocistos y eclosión(Avery y Greve, 1995). Por otra parte, la tasa de 

recuperación del swim-up y con calidad de espermatozoides variable en comparación con el 

gradiente de densidad (Parrish y col., 1995, Correa y Zavos, 1996). Tanto el swim-up como el 

gradiente de densidad utilizan el lavado y centrifugación pero existen diferencias en los 

procedimientos en que cómo cada uno de estos métodos selecciona los espermatozoides 

motiles de los no-motiles. La centrifugación, utilizada en ambos métodos, puede dañar el 

espermatozoide debido a la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la 

peroxidación de las membranas de los espermatozoides, que puede traer efectos negativos en la 

interacción espermatozoide-ovocito (Kim y Parthasarathy, 1998, Watson, 2000). Además, se ha 

sugerido que el paso de los espermatozoides a través del gradiente de Percoll podría inducir 

capacitación (Rosenkranz y Holzmann, 1997, Centola y col., 1998). Por lo tanto, debido a esta 

potencial pre-capacitación de los espermatozoides debido a la centrifugación y/o gradiente, el 

tiempo de co-incubación (espermatozoide-ovocito) podría reducirse evitando el daño citotóxico 

causado por el aumento de ROS (Kim y col., 1999). De hecho, una reducción en la exposición de 

los ovocitos a los espermatozoides podría favorecer la viabilidad del embrión debido a una 

disminución a la exposición de los desechos metabólicos de origen espermático (Fiorentino y 

col., 1994, Gianaroli y col., 1996a, Gianaroli y col., 1996b, Quinn y col., 1998, Dirnfeld y col., 

1999, Kattera y Chen, 2003). Además, cuanto antes los espermatozoides están capacitados más 

temprano podría ocurrir la penetración/fecundación del ovocito evitando el proceso de 

envejecimiento, que también puede causar una fertilización anormal y/o un defecto durante el 

crecimiento embrionario temprano (Chian y col., 1992, Miao y col., 2009, Koyama y col., 2014a, 

Ge y col., 2015). 

 

1.3.1. El espermatozoide 

 

La producción de espermatozoides (espermatogénesis) es un proceso largo que ocurre en los 

testículos. En la base de los túbulos seminíferos, las células madres espermatogónicas se 

dividen por mitosis para producir cíclicamente espermatocitos primarios. Éstos se someten a la 

meiosis de producir las espermátidas haploides, que se diferencian en espermatozoides y son 
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liberados en el lumen tubular. La espermatogénesis se encuentra bajo una compleja regulación 

hormonal (FSH, LH, testosterona y 17β estradiol) e involucra cuatro eventos celulares 

importantes: 1) Espermatogoniogénesis: proceso continuo que involucra la división de las 

espermatogonias A que mantienen el pool de células madre y la producción de espermatogonias 

B para la producción de espermatozoides; 2) Meiosis: se produce la diferenciación del 

espermatocito primario a partir de la espermatogonia B (última división mitótica) y la 

diferenciación de éste en espermatocito secundario con la posterior formación de espermátidas; 

3) Espermiogénesis: proceso por el cual las espermátides sufren morfogénesis para convertirse 

en un espermatozoide maduro y motil y 4) Espermiación: consiste en la liberación de la 

espermátida elongada o espermatozoide que es el producto final de la espermatogénesis, hacia 

la luz tubular (Guraya, 1987e, Guraya, 1987d, de Rooij y Russell, 2000, Garner y Hafez, 2000, 

White-Cooper y col., 2009, O’Shaughnessy, 2015, Toshimori y Eddy, 2015, Valli y col., 2015). 

Los espermatozoides permanecen inmóviles en el testículo y también en su lugar de 

almacenamiento (el epidídimo). En el epidídimo adquieren la capacidad de moverse hacia 

adelante (motilidad progresiva) y solo se convierten en motiles después de la eyaculación 

(Mortimer, 1997, Robaire y Hinton, 2015). Así es que los espermatozoides permanecen inactivos 

durante el almacenamiento pero listos para activarse cuando sea apropiado (Fawcett, 1975, 

Guraya, 1987c). Además de las células germinales en desarrollo, en el epitelio seminífero se 

encuentran las células de Sertoli encargadas de proveer soporte estructural y nutrición a las 

células germinales (Hess y Franca, 2008, Vogl y col., 2008, Oliveira y Alves, 2015b, Oliveira y 

Alves, 2015a). Las células de Sertoli sostienen el epitelio germinativo y constituyen la estructura 

del túbulo seminífero (Vogl y col., 2008). Descansan sobre la membrana basal del túbulo y se 

unen unas con otras por complejos de unión formando una pared evitando que los diferentes 

estratos celulares germinativos penetren a la luz del túbulo seminífero (Gilula y col., 1976, 

Russell y Peterson, 1985, Guraya, 1987b, Griswold, 1995, Cheng y Mruk, 2002, Lui y col., 2003, 

Vogl y col., 2008, Oliveira y Alves, 2015b). El espermatozoide de mamífero es el producto final 

del proceso de la gametogénesis en el macho (Figura 11). Es una célula con movimiento activo 

constituida por una cabeza y flagelo móvil o cola formada por cuello, pieza media, pieza principal 

y filamento terminal (Fawcett, 1975, Garner y Hafez, 2000, Howard y col., 2009, Toshimori y 

Eddy, 2015). La cabeza del espermatozoide de mamífero contiene el núcleo con la cromatina 

fuertemente condensada y el acrosoma rodeado por una moderada cantidad de componentes 

del citoesqueleto y citoplasma (Guraya, 1987a). El acrosoma es una gran vesícula secretora que 

se encuentra localizada en el extremo anterior de la cabeza espermática. Se origina a partir del 

complejo de Golgi durante el estadio de espermátide y contiene enzimas necesarias para la 
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penetración de la cubierta del ovocito (Florman y First, 1988, Zaneveld y Jonge, 1991, 

Wassarman, 1999, Bedford, 2011, Yanagimachi, 2011). De estas enzimas la hialuronidasa y la 

acrosina juegan un rol central, al dispersar el cumulus oophorus y provocar la lisis local de la 

zona pelúcida respectivamente (Breitbart y Naor, 1999). Este lisosoma especializado se 

encuentra constituido por una membrana acrosomal interna que rodea la porción anterior de la 

membrana nuclear y que se continúa ininterrumpidamente formando la membrana acrosomal 

externa, la cual se extiende cerca de la superficie interna de la membrana plasmática de la 

porción anterior de la cabeza. El acrosoma posee dos segmentos, el casquete acrosómico o 

acrosoma anterior y el segmento ecuatorial por el cual el espermatozoide hace contacto con el 

ovocito en el momento de la fecundación (Saacke y Almquist, 1964, Zaneveld y Jonge, 1991, 

Abou-Haila y Tulsiani, 2000). Durante la reacción acrosómica la membrana acrosomal externa y 

la membrana plasmática de la cabeza del espermatozoide se fusionan formando vacuolas en la 

superficie que permiten la salida del contenido acrosomal (Wassarman, 1999, Wassarman y col., 

2001, Bedford, 2011, Evans, 2012). 

 

 
Figura 11: Características generales del espermatozoide mamífero (Eddy, 2006, Toshimori y Eddy, 2015) 

 

La cola de los espermatozoides mamíferos se encuentra constituida por varios componentes 

funcionalmente dependientes. Aunque el tamaño y la forma de estos pueden variar de una 
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especie a la otra, su organización estructural es muy similar. La cola puede dividirse en cuatro 

segmentos: el cuello, la pieza media, la pieza principal y la pieza final, todas ellas rodeadas por 

una membrana plasmática común (Guraya, 1987f, Garner y Hafez, 2000). El axonema es una 

estructura común a todas las regiones de la cola, se localiza centralmente, y es el aparato motor 

del espermatozoide. Está compuesto por un par microtúbulos centrales rodeados de nueve pares 

o dobletes espaciados de modo uniforme (9 + 2). Los nueve dobletes están rodeados por nueve 

fibras densas externas. En cada doblete, el microtúbulo mas interno proyecta dos brazos de 

dineína hacia el doblete adyacente, en el sentido de las agujas del reloj, uno más externo y otro 

más interno. Los nueve pares están conectados entre sí por puentes proteicos de nexina. 

Rodeando a los dos túbulos centrales hay una vaina o filamento helicoidal formado a partir de las 

proyecciones radiales (Garner y Hafez, 2000). Las estructuras que rodean al haz de fibras 

axiales permiten diferenciar las piezas intermedia y principal de la cola del espermatozoide. En la 

pieza intermedia el axonema se encuentra rodeado por una vaina de mitocondrias que se 

retuercen regularmente alrededor de él unas 32 veces. Estas mitocondrias son las encargadas 

de generar el ATP necesario para agitar el flagelo e impulsar el espermatozoide. La pieza 

principal está rodeada por una cubierta fibrosa estriada. El filamento terminal de la cola es la 

porción más distal de la cola y comienza en el punto donde desaparece la cubierta fibrosa 

(Garner y Hafez, 2000). Todas estas estructuras especializadas que posee el espermatozoide 

están en relación con su actividad funcional única. El acrosoma contiene enzimas esenciales 

para la fecundación y el flagelo contiene las fuentes de energía y la maquinaria necesaria para el 

movimiento. El rol de estas estructuras es asegurar la liberación del material nuclear, contenido 

en la cabeza del espermatozoide, dentro del citoplasma del ovocito en donde la combinación del 

pronúcleo femenino y masculino formará el cigoto (Wassarman, 1987, Yanagimachi, 1994a, 

Garner y Hafez, 2000, Hafez y Hafez, 2000a, Wassarman y col., 2001, Primakoff y Myles, 2002, 

Cummins, 2009, Howard y col., 2009, Yanagimachi, 2011, Evans, 2012, Toshimori y Eddy, 

2015). 

 

Los espermatozoides liberados al lumen desde los túbulos seminíferos no han completado su 

diferenciación por lo que no son capaces de fertilizar el ovocito. La capacidad fecundante se 

consigue durante el pasaje de la gameta a través de las distintas regiones del epidídimo. Junto a 

la adquisición de esta capacidad el espermatozoide sufre una serie de cambios madurativos. El 

primero de ellos en ser reconocido fue la adquisición de la capacidad de moverse hacia adelante 

(motilidad progresiva). La maduración del potencial de motilidad espermática implica no solo un 

aumento cuantitativo en el porcentaje de espermatozoides motiles sino también, una diferencia 
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cualitativa en el patrón de movilidad (Guraya, 1987c, Lindemann y Kanous, 1989, Ren y col., 

2001, Turner, 2006, Gaffney y col., 2011). Además de la adquisición de esta capacidad, los 

espermatozoides del epidídimo desarrollan la habilidad de sufrir eventualmente la reacción 

acrosómica, reconocer y unirse a la zona pelúcida, y la capacidad de fusionarse a la membrana 

vitelina del ovocito (Zaneveld y Jonge, 1991, Yanagimachi, 1994a, Wassarman, 1999, 

Wassarman y col., 2001, Yanagimachi, 2011). Concomitantemente a estos cambios funcionales, 

durante el tránsito epididimal, los espermatozoides sufren múltiples cambios estructurales, los 

cuales incluyen la migración de la gota citoplasmática (remanente citoplasmático de la 

espermátida) a lo largo del flagelo del espermatozoide, remodelación acrosomal, cambios en la 

cromatina y en algunas de las organelas del flagelo, y cambios en los lípidos de membrana y 

proteínas de superficie (Berndston y Desjardins, 1974, Wassarman, 1999, Hess y Franca, 2008, 

Cummins, 2009, Howard y col., 2009, Yanagimachi, 2011, Oliveira y Alves, 2015c, Robaire y 

Hinton, 2015, Toshimori y Eddy, 2015). 

 

1.3.2. Capacitación del espermatozoide 

 

El fenómeno de la capacitación fue identificado y descrito inicialmente en espermatozoides de 

conejo, donde para alcanzar la habilidad o competencia para penetrar el ovocito maduro era 

necesario haber pasado algún tiempo por el tracto genital femenino (Austin, 1951, Chang, 1951, 

Austin, 1952, Chang y Marden, 1954, Chang, 1959). En bovinos, se realizaron pruebas 

capacitando los espermatozoides en el oviducto y útero bovino y del conejo antes de realizar la 

FIV (Iritani y Niwa, 1977). Los espermatozoides son células altamente especializadas que son 

incapaces de fecundar los ovocitos hasta experimentar una serie de cambios bioquímicos que en 

conjunto se denominan “capacitación” (Austin, 1952, Chang, 1984, Fraser, 1998, Visconti y col., 

1998, Florman y Fissore, 2015). La capacitación es el término utilizado para cubrir diversos 

eventos, que incluyen la expresión de un patrón de hiperactivación de la motilidad y la 

adquisición de la capacidad de responder a las señales únicas que emanan del ovocito 

(Yanagimachi, 1994a, Turner, 2006, Fraser, 2010, Florman y Fissore, 2015). La glucoproteína de 

la zona pelúcida (ZP3) actúa como un sitio de reconocimiento y como activador o 

desencadenante fisiológico, estimulando al espermatozoide para someterse a un evento de 

exocitosis conocido como la reacción acrosómica. Los segundos mensajeros generados como 

resultado de la interacción espermatozoide-ZP3 incluyen el ingreso de calcio extracelular y la 

alcalinización del citoplasmática (Fraser, 1998, Darszon y col., 2006, Costello y col., 2009, 

Visconti y col., 2011, Santi y col., 2013). La capacitación está ahora claramente reconocida como 
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un proceso que implica una serie compleja de reacciones bioquímicas y fisiológicas en el 

espermatozoide (Breitbart y Spungin, 1997, Breitbart y Naor, 1999, Breitbart, 2002, Breitbart y 

col., 2005). También se conoce ahora que el proceso de capacitación puede ser revertido por la 

re-exposición del espermatozoide capacitado al plasma seminal (Harrison, 1996). Las glándulas 

vesiculares secretan una gran variedad de proteínas que se unen a la superficie del 

espermatozoide en el momento de la eyaculación. La capacitación involucra la liberación de 

éstos factores anti-capacitantes del espermatozoide durante su tránsito por el oviducto por 

intermedio del epitelio oviductal, y en avance hacia el sitio de fecundación en ámpula del 

oviducto (Lefebvre y Suarez, 1996, Lefebvre y col., 1997, Rodriguez-Martinez, 2007a). Los 

cambios en los lípidos que se producen en la membrana plasmática del espermatozoide durante 

la capacitación incrementan las facultades y propiedades intrínsecas de membrana, como son la 

permeabilidad, la adhesividad y la fusibilidad (Harrison, 1996, Therien y col., 1999, Therien y col., 

2001, Manjunath y Therien, 2002, Gadella, 2008, Leahy y Gadella, 2011). El papel de los iones 

de calcio en la capacitación espermática y reacción acrosomal es esencial (Spungin y Breitbart, 

1996, Darszon y col., 1999, Darszon y col., 2001, Ho y col., 2002, Malcuit y col., 2006, Whitaker, 

2006, Marquez y Suarez, 2007, Costello y col., 2009, Bailey, 2010, Fraser, 2010, Visconti y col., 

2011, Santi y col., 2013, Wertheimer y col., 2013, Kashir y col., 2014). El Ca2+ es activamente 

transportado al acrosoma por una bomba se libera a través del canal de calcio IP3 (Dragileva y 

col., 1999). La bomba de calcio intracelular esta activa durante la capacitación y tiene un rol 

importante en la regulación de los iones de calcio intracelulares durante la capacitación y la 

reacción acrosómica (Fraser, 1995, Spungin y Breitbart, 1996, Breitbart, 2002, Landim-Alvarenga 

y col., 2004, Darszon y col., 2005). El estrés oxidativo puede afectar la calidad del semen ya que 

los ROS pueden inducir daño en el ADN del espermatozoide. Los espermatozoides son 

transcripcionalmente poco activos y tienen poco citoplasma y por ende son deficientes en 

antioxidantes y en sistemas de reparación del ADN (Aitken y Krausz, 2001, Aitken y Marshall 

Graves, 2002, Aitken y Baker, 2006). En el momento de la eyaculación, el espermatozoide está 

expuesto a las proteínas del líquido seminal. Durante esta breve exposición, las proteínas del 

líquido seminal eliminan una cantidad significativa de colesterol el cual es acompañado por la 

liberación de algunos fosfolípidos. Esta salida de lípidos desestabiliza ligeramente la membrana 

de los espermatozoides. Al mismo tiempo, las proteínas del líquido seminal cubren la superficie 

del espermatozoide a través de su interacción con los fosfolípidos de membrana. Este 

revestimiento de las proteínas del líquido seminal impide la libre circulación de los fosfolípidos y 

de esta manera estabiliza la membrana espermática. En el oviducto se eliminan éstas proteínas 

del líquido seminal de la membrana de los espermatozoides dejando a los lípidos de membrana 
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moverse libremente. Por acción de lipoproteínas presentes en el oviducto, se induce un segundo 

flujo de salida de colesterol provocando una mayor desestabilización de la membrana y también 

desencadenar ciertas señales de transducción. Estas señales podrían regular la expresión de los 

receptores de superficie de la ZP y la adhesión podría desencadenar la reacción del acrosoma 

(Therien y col., 1999, Therien y col., 2001, Therien y col., 2005). En resumen, la capacitación 

consiste en alteraciones de la membrana plasmática, tales como la eliminación de los factores de 

decapacitación, la eliminación del colesterol, la entrada de Ca2+ a la célula, el aumento del pH 

intracelular, el aumento de la fosforilación proteica y la hiperpolarización de la membrana. 

(Florman y Ducibella, 2006, Malcuit y col., 2006, Whitaker, 2006, Schatten, 2008, Kashir y col., 

2014, Florman y Fissore, 2015). 

 

1.3.3. Hiperactivación 

 

A diferencia de espermatozoides de varias especies animales, los espermatozoides de los 

mamíferos son incapaces de fertilizar los ovocitos inmediatamente después de la eyaculación. 

Requieren de un proceso de capacitación que en condiciones “in vivo” se realiza en el tracto 

reproductivo de la hembra (Yanagimachi, 1994b). El fenómeno de hiperactivación fue sugerido al 

notar un vigoroso movimiento del flagelo del espermatozoide y que esa aceleración jugaba un 

papel importante en la penetración de la zona pelúcida del ovocito (Yanagimachi y Chang, 1963, 

Yanagimachi, 1969a, Yanagimachi, 1969b, Yanagimachi, 1970, Stauss y col., 1995). También es 

posible que el esperma hiperactivado pueda ser más eficaz para traspasar el moco del oviducto 

y la matriz del cumulus en la situación in vivo (Killian, 2011). Los patrones de motilidad 

cambiantes evidenciados por el espermatozoide durante la capacitación se detectaron después 

de la incubación con fluido ampular oviductal (Grippo y col., 1995). La motilidad del 

espermatozoide hiperactivado se caracteriza por una alta amplitud y movimientos flagelares 

asimétricos (Figura 12). El Ca2+ es esencial para la iniciación y el mantenimiento de la motilidad 

del espermatozoide hiperactivado. El Ca2+ proviene de varias fuentes: de las reservas 

intracelulares mediada por los receptores de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), del calcio proveniente 

de la mitocondria o de la teca perinuclear o del que ingresa gracias a sistemas de canales 

(Yanagimachi, 1994b, Kay y Robertson, 1998, Visconti y col., 1998, Mortimer y Maxwell, 1999, 

Ho y Suarez, 2001b, Ho y col., 2002, Darszon y col., 2005, Florman y Ducibella, 2006, Marquez y 

Suarez, 2007, Florman y Fissore, 2015). El movimiento vigoroso de espermatozoide también 

requiere ATP y monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) (Ho y Suarez, 2001b, Suarez y Ho, 

2003, Suarez, 2008). La evidencia apoya que el Ca2+ es el factor de regulación de la 
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hiperactivación más importante y que se requiere el AMPc, pero éste último no sería suficiente 

para desencadenar la hiperactivación (Ho y col., 2002). Los iones de calcio entran en la célula 

espermática por medio de canales (Darszon y col., 1999, Darszon y col., 2001, Ren y col., 2001, 

Marquez y Suarez, 2004, Darszon y col., 2005, Darszon y col., 2006, Marquez y Suarez, 2007, 

Costello y col., 2009, Visconti y col., 2011). 

 

 
Figura 12: Patrón de movimiento del flagelo espermático regular, curvas simétricas y trayectoria lineal (A) 

e hiperactivado (B) (Suarez, 2008) 

 

La evidencia muestra diferentes tipos de canales (Ren y col., 2001, Darszon y col., 2006, 

Darszon y col., 2007, Darszon y col., 2011, Lishko y col., 2012, Miller y col., 2015): i) canales de 

Ca2+ dependientes o activados por voltaje (Quill y col., 2001), ii) canales de Ca2+ activados por 

nucleótidos cíclicos (Wiesner y col., 1998) y iii) canales iónicos transitorios (Darszon y col., 

2011).  

La capacitación es el proceso que permite que ocurra la reacción acrosomal y la adquisición de 

la capacidad fecundante por parte del espermatozoide. Esto se logra mediante la remoción de 

los factores decapacitantes, incluidos en el plasma seminal y la interacción con factores 

capacitantes (Yanagimachi, 1994b, Florman y Ducibella, 2006, Florman y Fissore, 2015). Estos 

factores producen cambios bioquímicos y estructurales que conducen a la eliminación de los 

componentes decapacitantes adheridos a la membrana plasmática del espermatozoide, cambio 

en la composición lipídica de la membrana, aumento de la permeabilidad al calcio, cambio de pH 

interno y aumento del metabolismo celular que ayuda a sostener el cambio del patrón de 

motilidad y velocidad espermática (hiperactivación). La capacitación es iniciada por factores de 
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transducción llamados primeros mensajeros, los cuales se unen a receptores específicos de la 

membrana plasmática de los espermatozoides. Estos factores parecen estar afectados 

(activación y modulación) por el nivel de AMPc (Visconti y Kopf, 1998). Estos factores 

capacitantes también generan o inducen cambios en la membrana plasmática del 

espermatozoide a través de la estimulación del flujo de colesterol y fosfolípidos (Therien y col., 

2005). El cambio temporal de la relación colesterol:fosfolípidos conduce a un incremento en la 

permeabilidad de la membrana plasmática. Este cambio de permeabilidad facilita la 

internalización de estos mensajeros (primarios, secundarios, etc.) en el espermatozoide (Aitken y 

Nixon, 2013).  

 

Entre las funciones fisiológicas de la hiperactivación figuran: i) asegurar el movimiento progresivo 

a través de los fluidos viscosos que el espermatozoide se encuentra durante el tránsito en el 

tracto reproductor femenino, ii) facilitarle al espermatozoide la penetración de la matriz 

extracelular (conocida como la zona pelúcida) de la célula del cumulus y del ovocito, iii) permitir 

la liberación de los espermatozoides de los reservorios (pudiendo existir múltiples) en el camino 

al sitio de fecundación (la ámpula) (Darszon y col., 2011). 

 

Existen características distintivas entre la motilidad progresiva y la motilidad hiperactiva. La 

primera se caracteriza por un movimiento flagelar vigoroso, de baja amplitud y larga longitud de 

onda y relativamente simétrico que da como resultado un rápido movimiento de avance lineal. La 

motilidad hiperactiva se desencadena luego de un determinado período de tiempo en el tracto 

reproductivo femenino, y se caracteriza por movimientos flagelares como golpes de látigo, de 

alta amplitud y baja longitud de onda, asimétricos, y con una trayectoria de avance circular o 

irregular (Bedford, 1970, Yanagimachi, 1994b, Ho y Suarez, 2001b, Florman y Ducibella, 2006, 

Bailey, 2010, Florman y Fissore, 2015). El fenómeno de hiperactivación se produce durante el 

proceso de capacitación, pero no se ha determinado aún con exactitud si la hiperactivación es 

una consecuencia de la capacitación o si ambos son procesos independientes que se producen 

de forma simultánea (Tulsiani y Abou-Haila, 2012). Este fenómeno de hiperactivación serviría en 

primer lugar para facilitar el avance del espermatozoide a través del fluido viscoso del oviducto, 

así como también, a través de la matriz extracelular del cumulus y de la zona pelúcida. En 

segundo lugar, la hiperactivación ayudaría al espermatozoide a ascender por el oviducto hasta el 

sitio de fecundación al permitir que éste se libere de la adhesión transitoria ejercida entre la 

gameta y el epitelio oviductal (Florman y Ducibella, 2006, Florman y Fissore, 2015). Los 

espermatozoides de varias especies de mamífero son orientados hacia el ovocito mediante el 
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fenómeno de quimiotaxis (Kaupp y col., 2008). Los espermatozoides son direccionados hacia un 

gradiente de concentración de sustancias quimioatrayentes aportadas por el líquido folicular, el 

ovocito maduro y las células del cumulus (Eisenbach, 1999b, Eisenbach, 1999a, Sun y col., 

2005, Eisenbach y Giojalas, 2006, Chang y Suarez, 2010). Además se ha descubierto que los 

espermatozoides podrían orientar su motilidad siguiendo un gradiente térmico superficial 

existente a lo largo del oviducto ya que, existe en el oviducto una diferencia de 1 a 2 °C entre el 

sitio de fecundación y el de almacenamiento espermático (Bahat y Eisenbach, 2006). Los 

espermatozoides serían guiados al sitio de fecundación siguiendo un gradiente térmico y 

alcanzarían el COC por quimiotaxis cuando los espermatozoides se encuentran a pocos 

milímetros de este (Eisenbach y Giojalas, 2006, Florman y Ducibella, 2006, Chang y Suarez, 

2010, Florman y Fissore, 2015). 

 

Muchas sustancias son reconocidas como factores capacitantes. La más comúnmente utilizada 

es la heparina (Parrish y col., 1986, Parrish y col., 1988, Parrish, 2014). La heparina estimula el 

incremento del calcio intracelular, pH y AMPc, el cual parece tener un rol importante como 

disparador de las señales y cascada de eventos del proceso de capacitación (Breininger y col., 

2010). Además de la heparina, la cafeína ha sido ampliamente utilizada como suplemento en 

medios de fertilización in vitro como inductora de la capacitación espermática (Park y col., 

1989b).  

 

La enzima AMPc fosfodiesterasa (PDE) metaboliza AMPc a 5’-AMP. La PDE está presente en 

espermatozoides maduros (Visconti y Kopf, 1998). La cafeína es un inhibidor de la PDE, lo cual 

desencadena un incremento en los niveles de AMPc. La cafeína actuaría sinérgicamente con la 

heparina induciendo la capacitación, reacción acrosomal y la fusión de gametas in vitro (Niwa y 

Ohgoda, 1988). El uso de derivados de xantinas, como la cafeína y teofilina, para la estimulación 

farmacológica de las funciones espermáticas tuvieron gran impacto en la fertilización asistida en 

humanos en muestras seminales donde la motilidad espermática era reducida o muy baja 

(Lanzafame y col., 1994, Henkel y Schill, 2003, Henkel, 2012). En el caso del bovino, se utiliza la 

heparina, cafeína, pentoxifilina, y teofilina en el proceso de FIV con el fin de disminuir la variación 

en el desarrollo embrionario entre diferentes toros (Saeki y col., 1995, Numabe y col., 2001). Si 

bien la cafeína puede potenciar e incrementar la capacidad de penetración de espermatozoides 

congelados, puede no ser eficaz con todos los toros; necesitando en tal caso de otro/s 

estimulante/s (Hamawaki y col., 1995, Hori y col., 1997). Con determinados toros, 

espermatozoides tratados con teofilina lograron una tasa de penetración significativamente 
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mayor que los tratados con cafeína (Hamawaki y col., 1995). La combinación de heparina con 

alguna xantina puede incrementar la tasa de fertilización y aumentar significativamente el 

porcentaje de monospermia, en comparación con la heparina sola, resultando en un tratamiento 

efectivo y eficaz sobre todo para toros que muestran tasas de fertilización y producción de 

embriones bajos (Niwa y Ohgoda, 1988, Numabe y col., 2001). 

 

1.3.4. Sexado de semen 

 

Los métodos para separar espermatozoides portadores del cromosoma X e Y podrían tener un 

gran impacto en la producción ganadera, y en particular, un aumento de la eficiencia 

reproductiva en programas de mejoramiento. El La separación y concentración de 

espermatozoides portadores del cromosoma X podría tener consecuencias importantes respecto 

a incrementar la presión de selección en programas de mejoramiento, mayor disponibilidad y 

accesibilidad en vaquillonas de reemplazo (Weigel, 2004, De Vries y col., 2008) aumentar la 

eficacia de las de pruebas de progenie en IA, y de esa forma contribuir a aumentar el progreso 

genético en los programas de MOET y PIVE (Weigel, 2004) y aumentar la producción y 

rentabilidad del ganado lechero (De Vries y col., 2008). 

 

Diversos métodos se han intentado para lograr la separación de espermatozoides portadores del 

cromosoma X e Y con diverso grado de éxito. Es conocido que el cromosoma Y es de menor 

tamaño que el cromosoma X y esta variación origina diferencias en el tamaño y forma de los 

espermatozoides, peso, densidad, motilidad, cargas eléctricas y la presencia de antígenos de 

superficie (Amann, 1989, Chandler y col., 1999, van Munster y col., 1999). Diferentes criterios 

han sido utilizados para la separación de los espermatozoides portadores del cromosoma X o Y. 

Uno de estos criterios se basa en su densidad. El espermatozoide que porta el cromosoma X es 

entre 2,9 a 4,2% más grande que el que porta el cromosoma Y, y por ende las densidades de los 

espermatozoides son diferentes. Estas diferencias de tamaño y densidad afectarían la capacidad 

o velocidad de desplazamiento del espermatozoide. Las técnicas y procedimientos de lavado y 

acondicionamiento del semen para la etapa de fertilización fueron candidatas para lograr separar 

fracciones enriquecidas con espermatozoides X o Y. Ejemplos son el método swim-up (Madrid-

Bury y col., 2003, Yan y col., 2006, Wolf y col., 2008) y la centrifugación por gradiente de 

densidad en partículas de sílice coloidales tipo Percoll® (Upreti y col., 1988, Kobayashi y col., 

2004, Wolf y col., 2008). También se han realizado separaciones basadas en la carga eléctrica 

de los espermatozoides que portan el cromosoma X o Y. Se demostró que los espermatozoides 
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que portan el cromosoma X migran más rápido en dirección al cátodo, por lo cual se han 

utilizado campos eléctricos para su separación (Simon y col., 2013, Nasr-Esfahani y Marziyeh, 

2015). Otra estrategia utilizada para separar espermatozoides fue a través de procedimientos 

inmunológicos. El procedimiento se base en utilizar anticuerpos en contra del antígeno H-Y que 

está presente en los espermatozoides portadores del cromosoma Y (Howes y col., 1997, Blecher 

y col., 1999, Sang y col., 2011, Yang y col., 2014). Actualmente, la separación de 

espermatozoides X e Y se realiza en base a las diferencias en su contenido cromosómico de 

ADN mediante citometría de flujo (Garner y col., 1983, Pinkel y col., 1985, Johnson y Pinkel, 

1986, Johnson y col., 1987b). Este método se lo considera como el más fiable y eficaz hasta el 

momento, logrando obtener más del 90% de pureza (Pinkel y col., 1985, Johnson y col., 1987b, 

Johnson y col., 1999, Garner y Seidel, 2003, Garner, 2006, Garner y col., 2013). La citometría de 

flujo permite la separación de los espermatozoides en base a la diferencia que tienen los 

espermatozoides que contienen el cromosoma X o Y en su contenido de ADN (Johnson y Welch, 

1999). En el bovino la diferencia en el contenido de ADN entre un espermatozoide portador de 

un cromosoma sexual X y el Y es de aproximadamente 3,8% (Garner y col., 1983, Johnson y 

col., 1987a). El citómetro de flujo basa su eficiencia en separar espermatozoides portadores del 

cromosoma X o Y gracias a su habilidad de analizar la cantidad de luz emitida por cada 

espermatozoide cuando es impactada por luz ultravioleta proveniente de un haz de luz 

concentrado o “rayo láser”. La fluorescencia se logra mediante la tinción del ADN de los 

espermatozoides con un colorante vital Hoechst H33342. Este colorante fluorescente marca 

específicamente el ADN nuclear y al ser excitado por el haz de luz del citómetro refracta luz de 

manera proporcional al colorante absorbido. La luz emitida es detectado por el fotosensor del 

citómetro el cual procesa esta información para separar los espermatozoides en alguna de las 3 

poblaciones o categorías: los X, los Y y los indeterminados y/o muertos (Figura 13). Una de las 

limitaciones de esta tecnología es el poco número de espermatozoides sexados. El máximo 

número de espermatozoides sexado por hora no es mayor que 5-6 millones de espermatozoides 

en cada fracción (X o Y), lo que implica una producción de pajuelas de semen sexado para 

inseminación artificial relativamente baja por máquina.  
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Figura 13: Separación de espermatozoides portadores de cromosomas X e Y por citometría de flujo 

(Johnson y Welch, 1999) 

 

Si bien la técnica de sexado semen (SS) se encuentra disponible desde mediados de los ’80, 

recién logra masividad y aceptación por parte de los productores lecheros a mediados del 2000 

cuando los centros de inseminación artificial de EE.UU. y Europa adoptan la tecnología de 

sexado. El uso correcto del SS de acuerdo a las recomendaciones de los centros productores, 

permitió su rápida expansión e incorporación por parte del productor lechero Americano (Seidel, 

1999, Johnson, 2000, Seidel, 2003a). En carne, la penetración fue más lenta y continúa aun 

siendo baja. El semen sexado es hoy utilizado en programas de IA, TE y PIVE logrando una 

eficiencia biológica entre 70-90% en comparación con el semen convencional. Si bien este 

resultado podría parecer insuficiente, la obtención de una mayor cantidad de animales del sexo 

de preferencia justificaría su utilización. La aplicación más frecuente del SS es en IA (DeJarnette 

y col., 2008, DeJarnette y col., 2009, Chebel y col., 2010, Dejarnette y col., 2011, Pellegrino y 

col., 2016), seguida por PIVE (Cran y col., 1994, Lu y col., 1999, Ferré y col., 2004, Wheeler y 

col., 2006, Wilson y col., 2006, Blondin y col., 2009, Xu y col., 2009, Barcelo-Fimbres y col., 

2011) y en menor medida por la TE (Schenk y col., 2006, Hayakawa y col., 2009, Peippo y col., 

2009, Sartori y col., 2009, An y col., 2010, Larson y col., 2010, Kaimio y col., 2013). 

 

Hoy, el uso del semen sexado ha producido resultados consistentes en varias especies de 

interés zootécnico (Johnson, 1986, Johnson y Pinkel, 1986, Johnson y col., 1987a, Johnson y 

Clarke, 1988, Johnson y col., 1999, Johnson, 2000). Si bien el impacto económico es altamente 

positivo, existen algunas ineficiencias que responden a efectos colaterales del proceso de 

sexado sobre la viabilidad de los espermatozoides (Seidel y Garner, 2002). Como consecuencia 

del proceso de separación de espermatozoides portadores del cromosoma X o Y mediante 

citometría de flujo, la muestra seminal sexada muestra una marcada reducción de la motilidad 
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post-descongelado y en la vida media de los espermatozoides (Schenk y col., 1999). Esto se 

debe a fuerzas de presión para su avance dentro del citómetro de flujo, efecto dilución, 

congelamiento y posterior descongelamiento, que provocan una serie de insultos acumulados 

que afectan o comprometen las funciones espermáticas esenciales y la capacidad fecundante 

(Garner, 2001, Maxwell y col., 2004, Garner, 2006). 

 

Está bien documentada la variabilidad entre toros en fertilización in vitro y en particular cuando 

se utiliza semen sexado (Barcelo-Fimbres y col., 2011). Esto dificulta su aplicación y expansión 

comercial debido a que es necesario una caracterización previa del toro originando gastos y 

consumo de tiempo extra. Esta variabilidad entre toros podría reducirse a niveles aceptables 

utilizando factores capacitantes y estimuladores de la motilidad. Existe muy poca información 

publicada y en gran medida desactualizada sobre avances en el uso de semen sexado en PIVE. 

En líneas generales, los trabajos publicados utilizan el semen sexado bajo condiciones similares 

que el semen convencional. Esto produjo resultados más bajos cuando comparamos semen 

sexado con su homólogo no sexado (Lu y col., 1999, Zhang y col., 2003, Maxwell y col., 2004, 

Wilson y col., 2005, Wheeler y col., 2006, Blondin y col., 2009, Xu y col., 2009). El mayor 

obstáculo para el semen sexado para alcanzar tasas de penetración más altas, es la baja 

fertilidad en comparación con el semen no sexado (Amann, 1999, Garner y Seidel, 2003, Suh y 

col., 2005, Seidel, 2012). Esta situación no pudo ni siquiera revertirse aumentando el número de 

espermatozoides por pajuela en vacas lactantes y vaquillonas (DeJarnette y col., 2010, 

Dejarnette y col., 2011). Las posibles causas de esta disminuida fertilidad serían una menor 

sobrevida post-descongelación, motilidad espermática, pre-capacitación e integridad acrosómica 

(Hollinshead y col., 2003, Suh y Schenk, 2003, Suh y col., 2005, Cran, 2007, Schenk y Seidel, 

2007, Seidel, 2007, Rath y col., 2008, Frijters y col., 2009, Gosálvez y col., 2011a, Gosálvez y 

col., 2011b). 

 

Cabe remarcar que pocas publicaciones han comparado el semen sexado vs. convencional del 

mismo eyaculado/partida y de diversos toros. Cuando los experimentos fueron planteados de 

esta forma, la performance del semen sexado fue menor (75-85% del control) y con variaciones 

entre toros (Lu y col., 1999, Lu y Seidel, 2004, Wilson y col., 2005, Wilson y col., 2006), similares 

a lo que sucede en condiciones de campo al realizar IA con semen sexado (DeJarnette y col., 

2009, Schenk y col., 2009, Chebel y col., 2010, Norman y col., 2011). 
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Además del uso intensivo del SS en IA principalmente en vaquillonas vírgenes, la siguiente 

herramienta reproductiva donde el SS lograría un mejor desempeño sería en PIVE (Pellegrino y 

col., 2016). Esto estaría dado fundamentalmente a que en PIVE se logra una alta eficiencia en el 

uso de los espermatozoides al fertilizar en micro-gotas (pocos espermatozoides son requerido 

para fertilizar una gran cantidad de ovocitos) y esto permite fertilizar una gran cantidad de 

ovocitos, ya sea de matadero o provenientes de OPU, con una mínima cantidad de pajuelas. 

Esta complementación entre estas dos herramientas reproductivas resulta muy atractiva a los 

productores ganaderos al permitirles diluir el costo del semen sexado en múltiples hembras o 

donantes y aprovechar las ventajas comparativas de la PIVE (Hohenboken, 1999, Maxwell y col., 

2004, Wilson y col., 2006, Garner y Seidel, 2008, Rath y Johnson, 2008, Hall y Glaze, 2014, 

Hansen, 2014, Lonergan y Fair, 2014). 

 

La utilización del semen sexado en PIVE es biológicamente factible y potencialmente más 

eficiente en comparación con otros herramientas reproductivas (Seidel, 2003b, Maxwell y col., 

2004, Blondin y col., 2009), especialmente cuando se las combina junto con la aspiración 

folicular - OPU - para producir descendencia genéticamente valiosa de donantes elite (Pontes y 

col., 2010, Macedo y col., 2013, Morotti y col., 2014). Sin embargo, varias publicaciones han 

reportado bajas tasas de generación de embriones competentes y transferibles. Esto estaría 

asociado al proceso de separación de los espermatozoides portadores del cromosoma X (Cran y 

col., 1994, Garner, 2006, Schenk y Seidel, 2007, Gosálvez y col., 2011b, Gosálvez y col., 

2011a), lo cual afectaría la funcionalidad del espermatozoide sexado reduciendo su motilidad, 

alterando su dinámica de capacitación y capacidad fecundante (Seidel, 2012). Las publicaciones 

muestran una disminución en las tasas de fertilización, clivaje y desarrollo embrionario (ver Tabla 

6). A los fines de minimizar estas ineficiencias se plantearon diferentes estrategias con 

resultados variables. Las dos principales fueron incrementar la dosis inseminante de 

espermatozoides y la concentración de heparina (Lu y Seidel, 2004, Blondin y col., 2009, Xu y 

col., 2009, Barcelo-Fimbres y col., 2011). Si bien estas mismas estrategias fueron también 

utilizadas con el semen no-sexado en los comienzos de la PIVE (Aoyagi y col., 1988, Fukui y 

col., 1990), parecería haber mayor variabilidad en la tasa de clivaje y blastocistos entre toros 

cuyos espermatozoides fueron sexados (Inaba y col., 2016). El potencial "efecto toro" durante la 

fertilización con semen sexado parecería estar relacionado al grado de impacto del proceso de 

sexado sobre los espermatozoides, el cual sería específico para cada toro. La manipulación del 

semen durante el sexado podría producir una pre-capacitación en algunos toros al inducir 

cambios en las membranas de los espermatozoides que aceleraran el proceso de reacción 
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acrosomal post-descongelado (Mocé y col., 2006). Por lo tanto, la optimización de la 

concentración heparina y espermatozoides puede colaborar a mejorar los resultados de 

fertilización y desarrollo embrionario en aquellos toros afectados por el proceso de sexado (Xu y 

col., 2009, Kim y col., 2013, Parrish, 2014). 

 

A los fines de ilustrar la diferencia entre semen sexado y no sexado (convencional) en relación al 

desempeño en PIVE medido en relación a la tasa de fertilización o clivaje y desarrollo a 

blastocisto a día 7 de cultivo de la Tabla 6, el clivaje promedio fue de 59% (semen sexado) 

versus 67% (semen no-sexado), mientras que la tasa de desarrollo embrionario fue de 19% 

(semen sexado) contra 24% (semen no-sexado). Esto señala una eficacia del semen sexado del 

88% respecto del clivaje obtenido con semen no-sexado y del 79% para el caso del desarrollo 

embrionario. Estos valores son coincidentes con la literatura publicada en IA en vaquillonas 

Holando, la cual indica que las tasas de concepción (CR) a primer servicio con semen sexado 

son del ~75% al 80% de las obtenidas con el semen no-sexado (Butler y col., 2014). 
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Tabla 6: Evolución del clivaje y desarrollo embrionario bajo distintos sistemas de producción y origen de los ovocitos fertilizados con semen sexado 

Referencia 
Origen 

Ovocitos 
Semen Capacitación 

Concentración 

de Semen 
Medio de Cultivo 

Clivaje 

(%) 

Desarrollo 

(%) 

(Merton y col., 1997) Matadero 
Sexado 

No indicado 1x106/ml 
TCM199 + Co-cultivo + 

10% FCS 

52,2% 2,9%a 

No Sexado 58,9% 20,5%b 

(Lu y col., 1999) Matadero 
Sexado 5 mM cafeína + 20 

µg/ml heparina 
2x106/ml CDM + BSA 

71% 18%a 

No Sexado 75% 25%b 

(Zhang y col., 2003) Matadero 
Sexado 2 mM cafeína + 2 µg ⁄ 

ml heparina 
2x106/ml CDM + BSA 

53,1%a 20,3% 

No Sexado 69,7%b 22,3% 

(Lu y Seidel, 2004) Matadero 
Sexado 2 mM cafeína + 10 µg ⁄ 

ml heparina 
1,5x106/ml CDM + BSA 

58,4% 14%a 

No Sexado 61,8% 19,2%b 

(Wilson y col., 2006) Matadero 
Sexado 10 µg/ml heparina + 

PHE 
1x106/ml SOF + BSA 

65% 12,2%a 

No Sexado 67,3% 20,1%b 

(Xu y col., 2006) Matadero 
Sexado 10 mM cafeína + 10 

µg⁄ml heparina 
0,3x106/ml CR1 + 10% FCS 

41,8% 6,5% 

No Sexado 51,5% 15,4% 

(Bermejo-Alvarez y col., 2008) Matadero 
Sexado 

10 µg/ml heparina 1x106/ml SOF + 5% FCS 
61,1%a 21%a 

No Sexado 84,4%b 40,7%b 

(Blondin y col., 2009) Matadero Sexado 10 µg/ml heparina 2x106/ml Menezo’s B2 + Co- 80,6%a 10,6%a 
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No Sexado 1x106/ml cultivo + 10% FCS 68,2%b 22,2%b 

(Bermejo-Alvarez y col., 

2010a) Matadero Sexado 10 µg/ml heparina 1x106/ml SOF + 5% FCS 77,1% 21,5% 

(Carvalho y col., 2010) Matadero 
Sexado 

No indicado 1x106/ml SOF + 5% FCS 
54% 16,4% 

No Sexado 55,6% 19,3% 

(Peippo y col., 2010) Matadero 
Sexado 10 µg/ml heparina + 

PHE 
1x106/ml SOF + BSA 

65,3% 15,5% 

No Sexado 75% 15,9% 

(Pontes y col., 2010) OPU Sexado 
10 µg/ml heparina + 

PHE 
1x106/ml SOF + BSA No indicado 26,1% 

(Barcelo-Fimbres y col., 2011) Matadero Sexado 
5 mM cafeína + 2 µg ⁄ 
ml heparina 

1x106/ml CDM + BSA 69,2% 27,5% 

(Presicce y col., 2011) OPU Sexado 
10 mM cafeína + 10 

µg⁄ml heparina 
0,3x106/ml CR1 + BSA 48,4% 25,2% 

(Presicce y col., 2011) Matadero 
Sexado 10 mM cafeína + 10 

µg⁄ml heparina 
0,3x106/ml CR1 + BSA 

57,1%a 25%a 

No Sexado 75,8%b 39,8%b 

(Rodriguez Villamil y col., 

2012) Matadero 
Sexado 

No indicado 2x106/ml SOF + BSA 
63,4% 12,3%a 

No Sexado 64,8% 19,5%b 

(Trigal y col., 2012) Matadero Sexado 20 µg/ml heparina + 0,125x106/ml SOF + BSA 27,4%a 11,9%a 
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No Sexado PHE 59%b 29,3%b 

(Morotti y col., 2014) OPU Sexado 
10 µg/ml heparina + 

PHE 
1x106/ml SOF + BSA No indicado 29% 

(Liu y col., 2015) Matadero 
Sexado 10 mM cafeína + 10 

µg⁄ml heparina 
1x106/ml CR1 + 10% FCS 

54,2% 24,3% 

No Sexado 77,2% 29,5% 

(Lopez y col., 2015) OPU 
Sexado 

10 µg/ml heparina 1x106/ml SOF + BSA 
58,8% 19,4% 

No Sexado 59,2% 22,7% 

(Seong-Su y col., 2015) OPU Sexado 20 µg/ml heparina 1x106/ml CR1 + BSA 36,1% 21% 

(Hu y col., 2016) Matadero Sexado 
10 mM cafeína + 10 

µg⁄ml heparina 
1x106/ml CR1 + 10% FCS 82,8% 35,2% 

Valores con letras diferentes en la misma columna difieren (p<0,05) 

Matadero 
Sexado 61% 17% 

No Sexado 67% 24% 

OPU 
Sexado 48% 24% 

No Sexado 59% 23% 

Sexado 59% 19% 

No Sexado 67% 24% 
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1.4. Cultivo in vitro embrionario 

 

Luego de la fecundación, la membrana nuclear del espermatozoide se rompe, se produce la 

sustitución de protaminas por histonas, la cromatina se descondensa y se forma una nueva 

membrana nuclear, dando lugar al pronúcleo masculino (PNM). Al mismo tiempo el ovocito 

finaliza la meiosis II, se libera el segundo corpúsculo polar, el genoma materno también se 

descondensa, se forma la membrana nuclear y queda constituido el pronúcleo femenino (PNF) 

(Hafez y Hafez, 2000a, Schatten, 2008, Florman y Fissore, 2015). Luego de la formación de los 

PNM y PNF, éstos migran gradualmente hacia el centro del ovocito donde se aproximan el uno 

con el otro. Durante este trayecto replican su ADN, se desintegran sus membranas nucleares y 

sus cromosomas se asocian preparándose para la primera división mitótica (Elder y col., 2010). 

La fusión de los pronúcleos masculino y femenino se considera el fin del proceso de fecundación 

y el inicio del desarrollo embrionario. En los mamíferos este proceso dura aproximadamente 12 

horas (Hafez y Hafez, 2000a). Posteriormente, se forma el primer surco de segmentación, 

seguido de una serie de divisiones mitóticas que culminarán con la formación del blastocisto. El 

primer clivaje separa al cigoto en 2 blastómeros iguales o casi iguales entre 11 a 20 horas 

posfecundación. Estas células luego se dividen secuencialmente de forma paralela (meridional) u 

ortogonal (ecuatorial) al plano de clivaje inicial para generar un embrión de 4 blastómeros. Este 

desarrollo asincrónico de los estadios más tempranos es propio de los mamíferos. Por lo tanto, 

estos embriones no multiplican sus células exponencialmente desde los estadios de 2 a 4 y de 4 

a 8 células, sino que es posible ver en ellos, números impares de blastómeros (Brinster, 1968, 

Brackett y col., 1980, Brackett, 1981, Yanagimachi, 1981, Gordon, 2004, Gardner y Lane, 2014b, 

Gardner y Lane, 2014a, Ramathal y col., 2015). A partir del estadio de 8 células en el ratón, 32 

en el bovino y entre 32 y 64 en el ovino, el espacio intercelular comienza a reducirse, los 

blastómeros se agrupan y forman una esfera compacta de células. Esta organización es 

estabilizada por uniones estrechas que se forman entre las células exteriores de la esfera y que 

sellan su interior. Las células dentro de la esfera forman uniones nexo, permitiendo de este modo 

el paso de pequeñas moléculas e iones entre ellas. Este proceso recibe el nombre de 

“compactación” y da origen al estadio de mórula (Hafez y Hafez, 2000a, Ramathal y col., 2015). 

A partir del estadio de 16 células en hamster y cerdo, 32 células en ratón, 64 células en oveja y 

humano y 80 a 100 células en bovino, los blastómeros periféricos comienzan a liberar sodio 

hacia el interior del embrión lo que arrastra agua para mantener la isotonicidad dando lugar a la 

formación del blastocele y por lo tanto al estadio embrionario de blastocisto (Van Soom y col., 

1992, Lonergan, 1994, Van Soom y col., 1997b, Li y col., 2010). Rodeando la nueva cavidad se 
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encuentra una capa de células planas llamada trofoblasto. En uno de los polos (polo 

embrionario) y haciendo protrusión en la cavidad blastocélica se produce una acumulación de 

células que se denomina macizo celular interno y que dará origen al embrión con todos los 

órganos del nuevo individuo, mientras que el trofoblasto formará parte de la futura placenta. Las 

células del trofoblasto secretan estripsina (una proteasa parecida a la tripsina) que produce una 

ruptura de la matriz fibrilar de la zona pelúcida permitiendo que el blastocisto se libere 

(eclosione) y se implante en la pared uterina (Geisert y Malayer, 2000, Hafez y Hafez, 2000a, 

Ramathal y col., 2015). Durante los primeros estadios de desarrollo, las células del embrión son 

totipotenciales, es decir, que conservan el potencial para diferenciarse en cualquier tipo celular 

(Campbell y Wilmut, 1997, Hochedlinger y Jaenisch, 2006, Mitalipov y Wolf, 2009, Seshagiri y 

col., 2009). 

 

Durante el crecimiento intraovárico del ovocito el genoma materno es transcripto y la 

transcripción es almacenada. La mayoría de las transcripciones son transformadas directamente 

a proteínas, sin embargo, algunas permanecen silenciadas y comienzan a activarse luego de la 

ovogénesis producto de una cuidadosa poliadenilación. Durante la maduración meiótica los 

ovocitos se vuelven transcripcionalmente quiescentes y la mayoría de su ARN poliadenilado 

desaparece. Muchas de las proteínas maternas también son degradadas tempranamente en el 

desarrollo. Probablemente, sin la degradación del ARN y de las proteínas maternas la 

programación del desarrollo embrionario no podría ser activada. Sin embargo, esta degradación 

debe ser lo suficientemente selectiva como para mantener factores maternos que aseguren 

niveles adecuados de proteínas hasta que el genoma del embrión sea activado (Minami y col., 

2007, Schier, 2007). Los eventos de síntesis celular que ocurren inmediatamente luego de la 

fecundación dependen de lo que se denomina “herencia materna” hasta tanto se active el 

genoma del embrión (Tadros y Lipshitz, 2009, Li y col., 2013, Lee y col., 2014, Zhang y Smith, 

2015). La transcripción del genoma embrionario se activa en el embrión de 8 células (Barnes y 

Eyestone, 1990, Memili y First, 2000, Minami y col., 2007, Lee y col., 2014). Luego de la 

activación del genoma embrionario, los factores maternos almacenados pierden relevancia para 

el desarrollo preimplantancional por lo que son degradados y rápidamente reemplazados por los 

sintetizados a partir del nuevo genoma (Memili y First, 2000, Minami y col., 2007, Stitzel y 

Seydoux, 2007, Tadros y Lipshitz, 2009, Li y col., 2013). El desarrollo embrionario 

preimplantacional está regulado genética y epigenéticamente (Levy, 2001, Morgan y col., 2005, 

Shi y Wu, 2009, Fedoriw y col., 2012, Cantone y Fisher, 2013, MacDonald y Mann, 2014). 
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El embrión bovino se desarrolla normalmente en un entorno protegido en el tracto reproductivo 

de la vaca. El ambiente uterino proporciona al embrión todos los nutrientes necesarios para el 

desarrollo temprano y un sistema para la eliminación de los materiales de desecho (Thompson y 

Peterson, 2000, Gordon, 2004, Gardner y Lane, 2014b, Gardner y Lane, 2014a). Gran parte de 

los trabajos iniciales fueron realizados en ratones y conejos (Hammond, 1949). Los primeros 

reportes de procedimientos exitosos se basaban en embriones in vivo cultivados en oviductos de 

ratón, conejo u oveja (Sreenan y col., 1968) para luego avanzar a al menos una etapa in vitro. 

Inicialmente, los sistemas utilizaban el cultivo in vivo para producir embriones basándose en 

oviductos de diversas especies (ratones, conejos, ovejas, vacas, entre los más populares) como 

soporte (Boland, 1984, Eyestone y col., 1987, Marquant-Le Guienne y col., 1989, Galli y Lazzari, 

1996, Enright y col., 2000, Lazzari y col., 2010). El uso del oviducto como sistema de cultivo in 

vivo sirvió para resaltar las propiedades únicas que ofrece y el modelo a seguir para el desarrollo 

embrionario in vitro (Enright y col., 2000, Rizos y col., 2002a, Rizos y col., 2002c). 

 

Buscando imitar a las células del oviducto se utilizó el sistema de cultivo monocapa de células 

epiteliales del oviducto bovino (BOEC) el cual demostró ser efectivo para producir blastocistos de 

origen in vitro (Suzuki y Foote, 1995, Abe y Hoshi, 1997) y donde un alto porcentaje de estos 

embriones mostraban alta calidad. Los estudios posteriores pusieron de manifiesto que no sólo 

las células oviductales son capaces de proporcionar un entorno propicio para el desarrollo del 

embrión bovino si no también una amplia variedad de otras células somáticas (Thompson y 

Duganzich, 1996). El análisis de unos 72 trabajos presentados en los congresos de la IETS 

durante el período 1991 al 1995 arrojó como conclusión que el mejor sistema de cultivo es el 

medio CR1 en presencia de células del hígado de rata búfalo (BRL) más el agregado de suero; 

obteniendo una producción promedio de 50% de blastocistos de los ovocitos clivados (Thompson 

y Duganzich, 1996). La introducción del co-cultivo con células del oviducto y somáticas como 

soporte del período de cultivo de embriones tuvo como objetivos i) superar la detención/bloqueo 

del desarrollo embrionario temprano, ii) aumentar la tasa de embriones producidos y iii) mejorar 

la calidad y congelabilidad de los embriones (Rexroad, 1989, Bongso y col., 1990, Bongso y col., 

1991, Goto y col., 1992, Catt, 1994, Hawk y Wall, 1994, van Inzen y col., 1995, Plachot, 1996, 

Abe y Hoshi, 1997, Donnay y col., 1997, Menck y col., 1997, Duszewska y col., 2000, Orsi y 

Reischl, 2007, Ménézo y col., 2012). Sin embargo, el uso del co-cultivo y/o del suero fetal (FCS) 

estaría relacionado con alteraciones graves en el feto/ternero ocasionando en algunas 

circunstancias un crecimiento en tamaño desmedido (Behboodi y col., 1995, Walker y col., 1996, 

Numabe y col., 2000, Farin y col., 2001, Farin y col., 2006). El uso del FCS como aditivo en el 
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medio de cultivo embrionario sigue siendo un tema controversial. En porcentajes mayores al 10% 

(v/v) podría estar implicado en una reducción de las tasas de preñez y parto, y un en aumento en 

el peso al nacer. Sin embargo, parece estimular el desarrollo embrionario fundamentalmente a 

partir del día 4-5 de cultivo (Hagemann y col., 1998, Thompson y col., 1998, Holm y col., 1999). 

Aunque se ha avanzado en el conocimiento de los requerimientos para el normal crecimiento de 

los embriones in vitro hasta la etapa de blastocisto, persiste una clara diferencia en calidad entre 

los embriones in vivo y los derivados del sistema in vitro. Existirían diferencias sutiles entre 

embriones in vivo e in vitro a nivel celular, en términos de perfiles metabólicos, ultraestructura y 

morfología (Massip y col., 1995, Wright y Ellington, 1995, Thompson, 1997, Khurana y Niemann, 

2000b), así como también en la expresión génica (Niemann y Wrenzycki, 2000). El medio de 

cultivo más popular para el cultivo embrionario bovino es el fluido oviductal sintético (SOF) 

basado originalmente en el análisis bioquímico de fluido oviductal ovino (Tervit y col., 1972a) al 

cual se lo modificó posteriormente tras la incorporación de aminoácidos (Gardner y col., 1994, 

Steeves y Gardner, 1999b) y citrato (Keskintepe y col., 1995) y se le removió la glucosa 

(Takahashi y First, 1992). Los estudios de metabolismo embrionario dieron como resultado una 

mayor comprensión de los requerimientos energéticos y los nutrientes esenciales preferidos por 

embrión bovino (Pinyopummintr y Bavister, 1996b, Thompson, 1996, de Souza y col., 2015, 

Gardner y Harvey, 2015, Leese, 2015). Como resultado de estas investigaciones, se 

desarrollaron medios de cultivo “definidos” (Keskintepe y col., 1995, Gardner y col., 2000c, 

Summers y Biggers, 2003) y posteriormente sistemas tipo “secuencial” (o en fases) donde los 

componentes del medio cambian de acuerdo con los requerimientos específicos del embrión en 

cada etapa del desarrollo (Gandhi y col., 2000, Gardner y Lane, 2002, Lane y Gardner, 2007, 

Absalón-Medina y col., 2014). Hacia delante se avizora nuevos sistemas y plataformas de cultivo 

de embriones basados en la tecnología de microfluidos cambiando la modalidad de cultivo 

estático a dinámico ofreciendo como ventaja primaria la posibilidad agregar o cambiar el medio 

completo o de manera parcial con la idea de satisfacer los requerimientos precisos del embrión 

en desarrollo (Whitesides, 2006, Bormann y col., 2007, Swain y Smith, 2011, da Rocha y Smith, 

2012, Smith y col., 2012). Este sistema tendría varias ventajas adicionales como poder realizar 

cambios graduales en la composición del medio y no tener la necesidad de retirar la placa de la 

incubadora para realizar cualquier cambio, evitando el shock y estrés asociado en ambas 

situaciones (Beebe y col., 2002). 

 

La obtención de los primeros terneros obtenidos por la producción totalmente in vitro es 

relativamente reciente (Goto y col., 1988). El mayor progreso en PIVE ha sido el área del 
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metabolismo y requerimientos por parte de las gametas y embriones. Esto trajo aparejado la 

posibilidad de formular medios de cultivo que atendieran esas necesidades y de esta forma, 

lograr producir más y mejores embriones(Bavister, 2002, Hoshi, 2003, Hansen, 2006). 

 

La correcta selección y preparación de los medios de cultivo es de extrema importancia, ya que 

puede condicionar el éxito de la maduración de ovocitos, fertilización y el posterior desarrollo de 

los embriones (Sirard y col., 1988, Gliedt y col., 1996, Gandhi y col., 2000). Básicamente, existen 

dos sistemas de cultivo de embriones luego de producida la co-incubación de ovocitos maduros 

y los espermatozoides. Un sistema consiste en co-cultivar los embriones con diversos tipos de 

células como soporte (células epiteliales del oviducto, células de la granulosa, células del hígado 

de rata, entre otras) utilizando medios de diversa complejidad (CR1, TCM-199, Ménézo's B2, 

entre otros) (van Inzen y col., 1995, Reed y col., 1996, Thompson y Duganzich, 1996, Donnay y 

col., 1997, Menezo y col., 1998, Hasler, 2000). El otro sistema no utiliza células soporte y 

generalmente es un medio más simple y definido. Uno de los medios más populares en el cultivo 

embrionario bovino es el fluido de oviducto sintético (SOF) suplementado, en diversos grados, 

con aminoácidos, vitaminas, albúmina y otros componentes (Tervit y col., 1972a, Fukui y col., 

1991, Edwards y col., 1997, Holm y col., 1999, Krisher y col., 1999).  

 

El campo del cultivo de embriones moderno ha tenido un importante avance en la última década 

debido al resurgimiento del interés en la fisiología y metabolismo del embrión lo cual produjo 

mejoras muy significativas (Bavister, 1995, Gardner y Lane, 1997). En consecuencia, es 

importante analizar la fisiología y el metabolismo del embrión en desarrollo con el fin de evaluar 

el desarrollo y la eficacia de los diferentes sistemas de cultivo de manera global (Gardner, 2008). 

Es importante resaltar que el término “embrión viable” se utiliza de manera frecuente en las 

publicaciones y que viabilidad de los blastocistos producidos en los actuales sistemas de cultivo 

puede ser extremadamente diferente. La viabilidad se define como la capacidad del blastocisto 

para implantarse y desarrollarse satisfactoriamente en feto (Gardner y Lane, 2014a). Durante el 

período de desarrollo embrionario preimplantacional, el embrión sufre cambios significativos en 

su fisiología, metabolismo y control genético. Estos cambios son tan significativos que el cigoto 

(punto de partida del desarrollo) y el blastocisto (punto final de la etapa preimplantacional), son 

completamente diferentes desde el punto de vista metabólico (Leese, 1993, Gardner y Harvey, 

2015, Leese, 2015). El ovocito y el cigoto, tienen una actividad metabólica baja, exhiben niveles 

bajos de consumo de oxígeno. En lugar de utilizar glucosa como fuente de energía primaria, el 

cigoto y durante los primeros estadios de clivaje, utilizan piruvato, lactato y glutamina (Biggers y 
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Stern, 1973, Biggers y Borland, 1976, Rieger y col., 1992b, Gardner, 1998, Krisher y Bavister, 

1998b) con niveles relativamente bajos de glucólisis. Antes de la compactación, el embrión en 

cultivo se beneficia de la presencia de aminoácidos específicos como por ejemplo alanina, 

aspartato, asparagina, glicina, glutamato, glutamina, prolina y serina (Steeves y Gardner, 1999b, 

Van Winkle, 2001). Estos aminoácidos han mostrado estimular el clivaje y compactación (Lee y 

Fukui, 1996, Lee y col., 2004), precursores de la síntesis proteica (Crosby y col., 1988), fuentes 

de energía (Rieger y col., 1992a, Rieger y col., 1992b), reguladores del metabolismo energético 

(Gardner, 1998, Sinclair y col., 2003), osmoregulación (Van Winkle, 2001), buffer del pH 

intracelular (Edwards y col., 1998, Lane, 2001, Van Winkle, 2001), antioxidante (Liu y Foote, 

1995), agente quelante (Orsi y Leese, 2004) , señalización (Van Winkle, 2001, Martin y col., 

2003), regulación de la diferenciación (Lane y Gardner, 1997b). Un cambio importante en el 

embrión se produce en el momento de la compactación (Pike, 1981, Sinclair y col., 2003). Al 

producirse la compactación, el embrión crea activamente un blastocele (Watson y Barcroft, 2001) 

y durante esta etapa, el blastocisto tiene una alta capacidad oxidativa y utiliza glucosa como 

fuente de energía primaria, aunque es capaz de adaptar y utilizar fuentes de nutrientes 

alternativas si fuese necesario (Rieger, 1992, Takahashi y First, 1992, Thompson y col., 1996, 

Leese, 2012). El blastocisto presenta una capacidad de glucólisis aeróbica convirtiendo glucosa 

en lactato (Rieger, 1992, Thompson y col., 1996, Khurana y Niemann, 2000b). En este punto, el 

embrión tiene dos tipos de células distintas, la masa celular interna y el trofoectodermo, que 

presentan diferentes requerimientos de hidratos de carbono (Thompson, 1996, Thompson y col., 

1996, Houghton, 2006) y de aminoácidos (Rosenkrans y First, 1994, Partridge y Leese, 1996, 

Pinyopummintr y Bavister, 1996a, Steeves y Gardner, 1999b, Sturmey y col., 2010). Así como 

ocurren cambios en la fisiología y metabolismo del embrión, el medio ambiente del tracto 

reproductivo femenino también presenta diferencias en una misma región debido a los cambios 

endócrinos (Hugentobler y col., 2008, Hugentobler y col., 2010) y diferencias aún mayores entre 

regiones del tracto reproductivo como por ejemplo entre el oviducto y el útero (Gardner y col., 

1996, Harris y col., 2005, Lee y Yeung, 2006). Por tanto, el embrión está expuesto a diferentes 

gradientes de nutrientes (tanto hidratos de carbono y aminoácidos), oxígeno y pH, durante el 

desarrollo in vivo. Estos gradientes de nutrientes no son pasivos y pueden regular el 

metabolismo (Bavister, 1995, Leese, 1995, Barnett y Bavister, 1996, Lane y Gardner, 2000) y la 

viabilidad del embrión (Gardner y col., 2000c, Leese y col., 2008a). Esto a su vez tiene 

consecuencias para el desarrollo de medios de cultivo, donde el foco estaría centrado en colocar 

al embrión en un medio que ocasione el menor estrés metabólico mientras que en la situación in 
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vivo, el embrión está expuesto a un gradiente de nutrientes y fuentes energéticas variables 

(Gardner y Lane, 2014a). 

 

Diferentes condiciones de cultivo se han utilizado para cada etapa del proceso fertilización in 

vitro (maduración, fecundación y cultivo) (Brackett, 1973, Brackett y col., 1978, Bavister, 1981, 

First y Parrish, 1987, Parrish y First, 1991, Bavister, 2002, Schatten, 2008) mientras que el 

concepto de medios secuenciales fue diseñado específicamente para cubrir los requerimientos 

cambiantes del embrión durante el período de cultivo (Thompson, 1996, Gardner y Lane, 1997, 

Thompson y Peterson, 2000, Lane y Gardner, 2007). El diseño de los medios secuenciales se 

basó en la dinámica de la fisiología embrión y su metabolismo, la minimización del estrés 

intracelular y en el cambiante medio ambiente entre el oviducto y el útero donde las secreciones 

y atmósfera de gas son marcadamente diferentes (Biggers y col., 2005, Biggers y Summers, 

2008, Hugentobler y col., 2008, Hugentobler y col., 2010). Varios medios secuenciales de cultivo 

embrionario han sido publicados: Early-SOF/Late-SOF (Thompson, 2000, Lim y col., 2007, Rho y 

col., 2007), SOFC1/SOFC2 (Gandhi y col., 2000), G1/G2 (Krisher y col., 1999, Lane y col., 

2003a, Gardner y Lane, 2014b) y CDM-1/CDM-2 (Olson y Seidel, 2000). Los medios 

secuenciales o en dos etapas también pueden implicar la adición y sustracción de componentes 

particulares del medio basal en cada fase del cultivo (Gardner y Lane, 1998, Thompson y col., 

1998, Lane y col., 2003a, Quinn, 2012) o el uso de un medio de cultivo diferente en cada fase 

(KSOM/SOF) (Nedambale y col., 2004a, Nedambale y col., 2004b, Nedambale y col., 2006b).  

 

Los medios de cultivo de una etapa o “monocultivo” bovino tales como el CR1 (Rosenkrans y 

First, 1994), SOF (Tervit y col., 1972a), BECM (Lim y col., 1999), KSOM (Yang y col., 1994, Liu y 

Foote, 1995, Summers, 2013), IVD101 (Abe y Hoshi, 2003, Hoshi, 2003) suelen presentarse en 

dos variantes: sin recambio (Holm y col., 1999, Holm y col., 2002) o con recambio cada 48 h 

generalmente para evitar la acumulación de sustancias tóxicas (Trounson y col., 1994, Carolan y 

col., 1995, Moore y col., 2007). 

 

Otros medios secuenciales son el resultado del agregado de EDTA (Gardner y col., 2000b), 

taurina (Guyader-Joly y col., 1998, Devreker y col., 1999) y aminoácidos no esenciales (Gardner, 

1998, Thompson, 2000, Van Winkle, 2001) en la primera fase; mientras que, glucosa (Kim y col., 

1993a, Matsuyama y col., 1993), ácido hialurónico (Stojkovic y col., 2002), aminoácidos 

esenciales y no esenciales (Thompson, 1996, Thompson, 2000) y suero en la segunda etapa de 

cultivo (Thompson y col., 1998). Una práctica habitual es el agregado de albúmina sérica bovina 
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(BSA) durante la primera fase y con suero en la segunda fase de cultivo, como fuente proteica, 

entre otros (Wang y col., 1997). Otras funciones de éstas macromoléculas son la de proteger a 

los embriones en cultivo de sustancias tóxicas, aportar factores de crecimiento y ciertas 

hormonas y reducir la tensión superficial del medio, evitando que los embriones se adhieran al 

instrumental (Mucci y col., 2006b). Se ha observado que la adición de suero a los medios de 

cultivo tiene un efecto bifásico sobre el desarrollo embrionario, inhibiendo los primeros estadios y 

estimulando el desarrollo de mórulas y blastocistos (Bavister y col., 1992, Pinyopummintr y 

Bavister, 1994, Van Langendonckt y col., 1997, Yoshioka y col., 1997). La inclusión de suero al 

medio de cultivo estaría relacionado con una aceleración del desarrollo embrionario (Hagemann 

y col., 1998, Holm y col., 1999, Gomez y Diez, 2000, Holm y col., 2002), un número mayor de 

células embrionarias (Pinyopummintr y Bavister, 1994, Van Langendonckt y col., 1997) y a una 

mejora en la tasa de producción y eclosión (Wang y col., 1997, Hagemann y col., 1998, Gomez y 

Diez, 2000). Sin embargo, la incorporación de suero en alta proporción (>5% v/v) y desde el 

inicio del período de cultivo tendría un efecto negativo fundamentalmente en la congelabilidad de 

los embriones producidos in vitro (Massip, 2001, Rizos y col., 2001, Abe y col., 2002, Rizos y 

col., 2003, Mucci y col., 2006a). 

 

A fin de lograr un alto desarrollo embrionario, algunos laboratorios utilizan co-cultivo con células 

somáticas, medios acondicionados, y/o medios con suero. En el sistema de co-cultivo, los 

embriones son incubados en contacto con células somáticas, mientras que en los medios 

acondicionados se enriquece el medio de cultivo por contacto con células del cumulus u 

oviductales previo al cultivo de los embriones. Si bien estos sistemas de cultivo pueden resultar 

en elevados porcentajes de formación de blastocistos, el cultivo celular puede cambiar/alterar los 

sustratos disponibles para el embrión, y de esta forma, modificar las concentraciones iniciales en 

el medio de cultivo original (Gardner y Lane, 2003, Gardner y Lane, 2014a). El suero podría 

introducir en los medios de cultivo cantidades variables de factores con efectos positivos y 

negativos sobre el desarrollo embrionario (Pinyopummintr y Bavister, 1994). La variabilidad del 

suero podría originarse en el tipo, edad y estado fisiológico del donante y la forma de 

preparación del suplemento. De esta forma, la presencia y concentración de algunos de los 

componentes del suero puede variar entre lotes. Esto ocasiona que la composición final de los 

medios (IVM y IVC, principalmente) cambie entre preparaciones y afectar la repetitividad de los 

resultados y sus consiguientes validaciones e inferencias. En ausencia del suero, la BSA (ej. 

Sigma-Aldrich A8806 o A6003) aportaría los requerimientos metabólicos necesarios a los 

embriones especialmente en los estadios tempranos (Krisher y col., 1999), evitando la 
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exposición innecesaria a factores potencialmente inhibitorios del suero. El suero a bajas 

concentraciones (<5% v/v) no produciría daño mitocondrial, no reduciría la actividad mitocondrial 

o incrementaría el área cubierta por lípidos en embriones bovinos de 2 a 16 células cultivados in 

vitro, respecto del cultivo sin suero (Crocco y col., 2013). Según esta última publicación, el mejor 

momento del cultivo para agregar suero al medio de cultivo sería en el día 3 de cultivo ya que 

promueve la actividad mitocondrial al día 4, sin exhibir acumulación de lípidos. 

 

Recientemente se han publicado varios trabajos proponiendo diferentes moléculas de origen 

sintético (incluso recombinantes) capaces de remplazar el FCS y la BSA con el objetivo de 

estandarizar el sistema de producción in vitro evitando diferencias entre lotes, reducir el riesgo 

sanitario, mejorar la criotolerancia y otros fenómenos asociados como el sobrepeso de las crías 

(LOS), alargamiento de la gestación, distocia, abortos, muerte perinatal, entre otros (van 

Wagtendonk-de Leeuw y col., 1998, Abe y col., 2002, Neira y col., 2010, Moreno y col., 2015). 

Entre éstas moléculas podemos nombrar: polivinil alcohol (PVA) (Lim y col., 2007), 

polivinilpirrolidona (PVP) (Chung y col., 2007), ácido hialurónico (HA) (Stojkovic y col., 2002, 

Palasz y col., 2006), factores de crecimiento (IGF, EGF, ITS, GM-CSF) (Neira y col., 2010), 

albúmina recombinante (Lane y col., 2003b) y suero sintético (Chanson y col., 2001, Duque y 

col., 2003, Moore y col., 2007, Sagirkaya y col., 2007). Si bien el desarrollo de un sistema de 

cultivo definido (o al menos semi-definido) que evite o minimice los efectos del FCS y BSA sería 

altamente deseable, la mayoría de los resultados publicados hasta el momento provienen de 

experimentos in vitro (con ovarios de matadero) mostrando tasas de clivaje, desarrollo, 

sobrevivencia a la congelación, eclosión y expresión génica. Resta comprobar su efecto post-

transferencia, gestación, parto y post-parto. 

 

Actualmente, existen dos puntos de vista opuestos acerca de la composición del medio de cultivo 

“ideal”: medio secuencial (Quinn, 2012) y el medio monocultivo (Machtinger y Racowsky, 2012). 

El medio secuencial (o de dos etapas) trata de imitar las condiciones in vivo, cuando el cigoto se 

mueve desde el oviducto hacia el útero durante el desarrollo temprano (Paternot y col., 2010). 

Con el fin de satisfacer las necesidades del embrión en cada momento en el desarrollo y para 

optimizar la calidad de los embriones, el medio secuencial contiene una composición diferente 

durante diferentes días de cultivo (Gardner y col., 2000a, Gardner y Lane, 2002, Gardner, 2008). 

La composición “ideal" del medio secuencial se basa en la información generada sobre el cambio 

de consumo de nutrientes y energía a medida que el embrión evoluciona con el tiempo durante 

el período de cultivo preimplantacional (Thompson, 1997, Biggers y Summers, 2008, Gardner, 
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2008). A esto se le suma que ciertas moléculas como el EDTA, glutamina y algunos aminoácidos 

tienen un efecto variable (inhibitorio o estimulante) sobre el embrión dependiendo del momento 

de desarrollo (Partridge y Leese, 1996, Steeves y Gardner, 1999b, Gardner y col., 2000b). En el 

sistema de monocultivo, el embrión se cultiva en un medio que contiene todos los componentes 

necesarios para el desarrollo embrionario y la composición de este medio no cambia durante el 

cultivo de embriones (Biggers y Summers, 2008). Los usuarios de este medio argumentan que el 

embrión tendría la capacidad de “elegir” los nutrientes que necesita y descartar los que no, y 

además se evitaría perturbar la placa de cultivo. Al momento la evidencia no muestra claramente 

a un sistema de medio superior al otro (Biggers y col., 2005, Biggers y Summers, 2008). Ambos 

sistemas han mostrado óptimo desarrollo y calidad embrionaria al momento de la transferencia. 

Tanto el sistema secuencial (Lane y col., 2003a, Quinn, 2012) como el monocultivo (Holm y col., 

1999, Machtinger y Racowsky, 2012) han reportado resultados satisfactorios respecto a la tasa 

de desarrollo y calidad embrionaria. Sin embargo, pocos estudios han estudiado y evaluado la 

tasa de implantación, preñez y nacimientos entre medios de cultivo secuencial y monocultivo 

(Nedambale y col., 2004a, Moreno y col., 2015). 

 

Cabe remarcar que el sistema de medio de monocultivo está ganando popularidad nuevamente 

en el ámbito de los laboratorios FIV humanos. El medio monocultivo incluye todos los 

ingredientes necesarios para mantener el desarrollo del embrión hasta la etapa de blastocisto y 

se basa en la teoría de permitir que el embrión elija los nutrientes, vitaminas, aminoácidos, 

minerales y los demás componentes necesarios para mantener un desarrollo óptimo durante 

todo el período de cultivo (Gardner y Lane, 2014a). Sabiendo que el peor enemigo de los 

embriones son las fluctuaciones, en particular del pH y la temperatura (Swain, 2010), un sistema 

de medio monocultivo tendría la ventaja de disminuir el número de manipulaciones y el tiempo 

que el embrión está fuera de la incubadora. Otro punto a resaltar son los factores 

autocrinos/paracrinos que el embrión produce durante el desarrollo temprano los cuales 

actuarían no solo el embrión en sí mismo sino también de manera cooperativa con los embriones 

adyacentes (Gandolfi, 1994, Gopichandran y Leese, 2006). El efecto estimulante de estos 

factores podría licuarse en un sistema de cultivo secuencial. 

 

La gran mayoría de los ovocitos madurados in vitro se obtienen de folículos antrales tempranos y 

por lo tanto ovocitos meióticamente competentes. Sin embargo, muchos no alcanzan un 

diámetro óptimo, la maquinaria citoplasmática no ha completado o presentan anomalías 

inducidas por medios de cultivo inapropiados o incompletos que afectan el posterior desarrollo 
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embrionario, el número de células del blastocisto y su la calidad, su capacidad para implantarse, 

mantener la preñez y llegar a término al nacimiento (Bavister, 1995, Biggers, 2002, Gordon, 

2004, Hansen, 2006, Lonergan y Fair, 2008, Cohen y Rieger, 2012, Gardner y Lane, 2014b). La 

evidencia sugiere que la calidad intrínseca del ovocito es el factor clave que determina la 

proporción de ovocitos que desarrolla a la etapa de blastocisto. La maduración de ovocitos es un 

proceso complejo y la selección de los COCs, a través de su morfología, no es suficiente para 

obtener mejores tasas de maduración y fecundación (de Loos y col., 1989, Sirard y Blondin, 

1998, Barnes y Sirard, 2000, Krisher, 2004, El-Raey y Nagai, 2014). Hay considerable evidencia 

de que el medio y las condiciones de cultivo también influyen en el desarrollo de embriones 

bovinos in vitro. Estos procesos implican numerosos niveles de chequeo, control de calidad y son 

sensibles a la regulación de los factores endógenos y exógenos (Fukui y col., 1991, Lonergan y 

col., 2001, Mayer y col., 2003, Camargo y col., 2006, Lane y col., 2008). El medio ambiente en el 

que se desarrolla el embrión in vitro difiere sustancialmente del que existe en condiciones in vivo. 

Durante su desarrollo in vitro los embriones se ven expuestos a choques térmicos, fuentes 

luminosas, atmósfera gaseosa (5% de CO2 en aire) y condiciones de cultivo estáticas 

caracterizadas por una importante cantidad de medio rodeando al embrión que puede aportar un 

exceso, o bien carecer de los nutrientes necesarios (Krisher y Bavister, 1998b, Bavister, 2000, 

Thompson, 2000, Leese y col., 2008a, Vajta y col., 2010, Gardner y Lane, 2014b, Chronopoulou 

y Harper, 2015, Gardner y Harvey, 2015, Leese, 2015). Estas condiciones de cultivo permiten 

obtener <40% de embriones viables al día 7, en relación a los ovocitos puestos a madurar 

(Lonergan y col., 2001, Galli y col., 2003, Hansen, 2006). La tasa de producción de blastocistos 

parecería aumentar sustancialmente (>60%) cuando se mejora y sincroniza la maduración 

nuclear y citoplasmática (Hussein y col., 2006, Gilchrist y Thompson, 2007, Gilchrist y col., 2008, 

Albuz y col., 2010, Gilchrist y col., 2015, Lonergan y Fair, 2016) y/o cuando se sincroniza y 

estimula el desarrollo folicular mediante FSH (Blondin y col., 2002, Nivet y col., 2012, Dias y col., 

2014) 44-68 hs antes de realizar OPU. El cultivo in vitro, esto es, la atmósfera, el medio, los 

suplementos y la plataforma de soporte embrionario afecta el desarrollo embrionario y por ende 

condiciona la capacidad de los embriones a implantarse y resistir las bajas temperaturas durante 

el congelamiento (Fukui y col., 1991, Carolan y col., 1995, Massip y col., 1995, Holm y Callesen, 

1998, Massip, 2001, Abe y col., 2002, Imai y col., 2002, Vajta y Kuwayama, 2006). En la Tabla 7 

se observan algunas de las diferencias encontradas entre ambos tipos de embriones. 

 

Tabla 7: Diferencias entre embriones bovinos producidos in vivo e in vitro (Greve y col., 1993, 

Leibo y Loskutoff, 1993, Pollard y Leibo, 1993, Pollard y Leibo, 1994, Farin y col., 1995, Massip y 
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col., 1995, Wright y Ellington, 1995, Van Soom y col., 1997a, Van Soom y col., 1997b, Holm y 

Callesen, 1998, Abe y col., 1999a, Boni y col., 1999, Khurana y Niemann, 2000b, Crosier y col., 

2001, Holm y col., 2002, Rizos y col., 2002a, Rizos y col., 2002c, Ushijima y col., 2008, 

McHughes y col., 2009) 

In vivo In vitro 

Alta tasa de incorporación de amino ácidos Baja tasa de incorporación de amino ácidos 

Alta tasa de oxidación de glucosa a CO2 Baja tasa de oxidación de glucosa a CO2 

Baja ocurrencia de polispermia Alta ocurrencia de polispermia 

Baja presencia de mitocondrias anormales y 

degeneradas 

Alta presencia de mitocondrias anormales y 

degeneradas 

Baja producción de lactato Alta producción de lactato 

Baja tasa de producción de amonio Alta tasa de producción de amonio 

Bajo grado de vacuolización del citoplasma en 

los blastómeros 

Alto grado de vacuolización del citoplasma en 

los blastómeros 

Blastómeros regulares Blastómeros irregulares 

Compactación evidente de mórulas Compactación no evidente 

Completa oscuridad Exposición a la luz (lupa, microscopio, etc.) 

Espacio perivitelino grande Espacio perivitelino pequeño 

Expresión génica normal Expresión génica alterada 

Intercambio permanente y dinámico entre el 

embrión y su madre 

Condiciones de cultivo estáticas 

Intercambios dinámicos permanentes entre el 

embrión y el medio  

Condiciones de cultivo estáticas, presencia 

excesiva o ausencia de algunos metabolitos  

Largo de gestación normal Incremento en la duración de la gestación 

Mayor densidad Menor densidad 

Mayor masa celular interna (MCI) Menor MCI 

Mayor nro. y tamaño de complejos de unión 

entre las células de MCI y células 

trofoblásticas (CT) 

Menor nro. y tamaño de complejos de unión 

entre las células de MCI y CT 

Mayor relación MCI:CT Menor relación MCI:CT 

Mayor tasa de oxidación de glucosa  en 

blastocistos 

Mayor tasa de oxidación de glucosa en 

mórulas 

Menor/bajo número de cromosomas anormales Mayor/alto número de cromosomas anormales 
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Menor presencia de lípidos Mayor presencia de lípidos 

No hay bloqueo en el desarrollo Si hay bloqueo en el desarrollo (estadio de 8 

células) 

No hay fragmentación del citoplasma Si hay fragmentación del citoplasma 

Normal desarrollo fetal Mayor desarrollo fetal 

O2 y CO2 controlado Exposición directa al gas atmosférico 

Oscuridad total  Exposición a luz diurna y del microscopio  

Pequeñas cantidades de fluidos del oviducto 

rodean al embrión 

Gran cantidad de medio sintético rodea al 

embrión 

Peso al nacimiento normal Incremento del peso al nacer 

Presiones de O2 y CO2 controladas  Exposición directa a la atmósfera gaseosa  

Temperatura corporal constante  Choques térmicos  

Temperatura de desarrollo constante Shock térmico 

Volumen mínimo de secreciones genitales 

rodeando al embrión  

Volumen importante de medio de cultivo 

rodeando al embrión  

ZP de difícil disolución ante tratamientos 

enzimáticos 

ZP fácilmente disuelta 

 

El sistema de cultivo funciona cuando se tiene presente todos los aspectos del proceso en su 

conjunto y cómo interaccionan entre sí. Esto es, no solo es importante el medio de cultivo 

propiamente dicho si no también el ambiente gaseoso, volumen de incubación y número de 

cigotos/embriones en cada gota, tipo y cantidad de suplementación de macromoléculas, entre 

otros(Gardner, 2008, Houghton, 2012, Kovačič, 2012, Meintjes, 2012, Reed, 2012, Zander-Fox y 

Lane, 2012). El cultivo de embriones en volúmenes de medio reducidos y/o en grupos aumenta 

significativamente la tasa de desarrollo embrionario (Paria y Dey, 1990a, Donnay y col., 1997, 

Fujita y col., 2006, Hoelker y col., 2010, Reed, 2012, Wydooghe y col., 2014), aumenta el número 

de células del blastocisto (O'Doherty y col., 1997, Khurana y Niemann, 2000a) y su viabilidad 

(Marquant-Leguienne y Humblot, 1998, Senatore y col., 2010). El efecto promotor del desarrollo 

embrionario post compactación cuando más embriones son cultivados en la misma gota esta 

también relacionado con el tamaño de la misma (Keefer y col., 1994, Carolan y col., 1996, 

O'Doherty y col., 1997). Se ha propuesto que el beneficio que experimentan los embriones 

cuando son cultivados en volúmenes pequeños y/o en grupos se debe a la producción y 

liberación de factor/es específico/s provenientes de los de embriones con efecto autocrino y 
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paracrino que estimulan el desarrollo (Paria y Dey, 1990a, Gandolfi, 1994, Gopichandran y 

Leese, 2006, Richter, 2008, Hegde y Behr, 2012). El cultivo de los embriones en un volumen 

grandes de gota produciría un efecto dilución de éstos factores (Gardner, 1994, Ahern y Gardner, 

1998). Este fenómeno no se limita solamente a las especies multiovulatorias como el ratón (Lane 

y Gardner, 1992, Salahuddin y col., 1995) o el cerdo (Stokes y col., 2005), sino también en 

especies monovulatorias como la oveja (Gardner y col., 1994), la vaca (Donnay y col., 1997, 

Fujita y col., 2006), y el humano (Ebner y col., 2010). Se ha demostrado, tanto en el ratón como 

en el bovino que el aumento de la relación embrión:gota estimula específicamente el desarrollo 

de la MCI (Ahern y Gardner, 1998). 

 

Existe hoy un debate interesante sobre el cultivo de embriones ya sea en grupos o de forma 

individual (Sugimura y col., 2010, Kirkegaard y col., 2015, Carrocera y col., 2016). La 

identificación de los embriones con mayores posibilidades de implantarse en el útero es 

fundamental en los tratamientos de fertilización in vitro en humanos. Reconocer con exactitud a 

esos embriones con mayor potencial de implantarse ayuda a minimizar los riesgos de embarazos 

múltiples los cuales están asociados a un mayor riesgo de morbilidad materna y fetal. Diversos 

estudios han demostrado la existencia de una relación entre la morfología de los embriones y la 

tasa de implantación (Shulman y col., 1993). Sin embargo los criterios de selección de embriones 

basados únicamente en rasgos morfológicos resultan insuficientes y por ello se ha están 

explorando la utilidad de otras características tales como la morfología de los pronúcleos, el ritmo 

de desarrollo in vitro, niveles de antígeno G leucocitario en el medio de cultivo, biomarcadores en 

el líquido folicular, entre otros (Scott y col., 2000, Noci y col., 2005, Sakkas y Gardner, 2005, 

Botros y col., 2008, Chen y col., 2013, Montag y col., 2013). El seguimiento del ritmo de 

desarrollo embrionario in vitro por un sistema de video cámara computarizado parece ser una 

alternativa para identificar los embriones más adecuados para transferir (Basile y Meseguer, 

2012, Sugimura y col., 2012, Kirkegaard y col., 2015). La selección de los embriones a transferir 

se debe realizar minimizado la exposición de los embriones a condiciones desfavorables, ya que 

la apertura de las incubadoras de manera frecuente causa desequilibrios en su ambiente que 

alteran la temperatura, humedad, pH del medio de cultivo, y que pueden demorar bastante en 

volver a la normalidad. El sistema de video computarizado dentro de la incubadora representa 

una alternativa para evaluar el ritmo de desarrollo de los embriones de manera continua sin 

perturbarlos. Pero este sistema está basado en el cultivo individual de embriones. El cultivo de 

embriones de manera grupal o individual tiene cada uno ventajas y desventajas (Tabla 8). 
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En los últimos años, la producción de blastocisto ha ido mejorado por la implementación de 

varias estrategias tales como el co-cultivo de embriones con células somáticas adultas autólogo 

o heterólogos, líneas celulares establecidas las líneas celulares (Bongso y col., 1991, Goto y col., 

1992, Catt, 1994, Duszewska y col., 2000, Ménézo y col., 2012), el uso de medios de cultivos 

secuenciales libre de suero (Gardner, 1998, Olson y Seidel, 2000, Quinn, 2012), el cultivo 

briones en volúmenes medio reducidos (Salahuddin y col., 1995, Nagao y col., 1998, Hoelker y 

col., 2009, Hoelker y col., 2010, Sugimura y col., 2013) y el cultivo en grupo (O'Doherty y col., 

1997, Ahern y Gardner, 1998, Ward y col., 2000a, Fujita y col., 2006, Senatore y col., 2010, Reed 

y col., 2011, Wydooghe y col., 2014).  

 

Tabla 8: Cultivo en grupo de embriones. Potenciales ventajas y desventajas (Reed y col., 2011) 

Ventajas Desventajas 

La acumulación de factores embriotróficos 

secretados por los embriones de alta calidad 

podría mejorar o favorecer la competencia de 

todos los embriones 

La acumulación de factores de embriotóxicos 

secretados por embriones de baja calidad 

podría disminuir la competencia de los 

embriones cercanos 

Los requerimientos de cada embrión son 

únicos y pueden verse influenciados 

negativamente al agotarse nutrientes 

esenciales 

No es factible realizar un seguimiento de los 

embriones de manera individual a los fines de 

poder realizar una mejor selección por calidad, 

a través de la tasa de desarrollo, normalidad 

de los blastómeros o de perfiles metabólicos 

No se puede cultivar embriones biopsiados 

 

El desafío de optimizar las condiciones de cultivo para lograr maximizar la tasa de desarrollo de 

blastocistos viables ha llevado a replantear las condiciones de cultivo a los fines de lograr mayor 

productividad y alcanzar congelar más embriones PIVE (Marquant-Leguienne y Humblot, 1998, 

Fleming y col., 2004, Hansen, 2006, Lonergan y Fair, 2008, Absalón-Medina y col., 2014). Una 

de las principales razones del cultivo en grupo sería la modificación del microambiente por parte 

de los embriones debido a la secreción de factores estimulantes del crecimiento (Paria y Dey, 

1990a, Gandolfi, 1994, Richter, 2008, Senatore y col., 2010, Hegde y Behr, 2012). Sin embargo, 
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otros factores tóxicos o sustancias inhibidoras derivados de embriones de mala calidad o que 

hayan iniciado un proceso de degradación pueden tener influencias negativas sobre los 

embriones vecinos en la microgota (Tao y col., 2013). Estos embriones podrían competir con los 

embriones viables por los nutrientes esenciales limitando o reduciendo su acceso (Reed y col., 

2011, Absalón-Medina y col., 2014). Por lo tanto, durante el cultivo in vitro preimplantacional 

podría haber un beneficio en la distribución de embriones en la microgota de acuerdo a la su 

calidad, grado de progresión en el desarrollo y división celular (Jones y col., 1998, Tao y col., 

2013, Wydooghe y col., 2014).  

 

Reportes contradictorios sugieren que el cultivo de 1 embrión en una gota 10 µl presenta un 

desarrollo significativamente menor en comparación con 10 embriones cultivados en una gota 50 

µl (28,0% vs. 45,9%) (Blondin y Sirard, 1994). Resultados similares fueron encontrados al 

cultivar 1 embrión por microgota (0% de desarrollo), de 3 a 6 embriones/microgota logró 6% 

mientras que 23% de blastocisto se produjo cuando 20 embriones fueron cultivados en la misma 

microgota (Donnay y col., 1997). Otros trabajos mostraron un efecto favorable al aumentar la 

densidad de embriones ya sea disminuyendo el volumen de medio de cultivo o incrementando el 

número de embriones incubados por unidad de volumen (Yuan y col., 2000, Gordon, 2003c, 

Wydooghe y col., 2014). También se ha intentado utilizar al co-cultivo con células somáticas 

como refuerzo cuando se cultivan pocos ovocitos con resultados insatisfactorios (Hendriksen y 

col., 1999), aunque la calidad del embrión sí mejoraría al agregar el co-cultivo de igual manera 

que cuando se disminuye el volumen de medio (Donnay y col., 1997). La adición de factores de 

crecimiento al medio de cultivo parecerían tener un efecto positivo en los embriones bovinos 

(Flood y col., 1993, Thibodeaux y col., 1995a, Thibodeaux y col., 1995b, De Moraes y Hansen, 

1997, Olson y Seidel, 2000), aunque solo sería significativamente efectiva si se cultivaron los 

embriones en alta densidad (>25-30 embriones por microgota) (Keefer y col., 1994, Paula-Lopes 

y col., 1998). La acción cooperativa entre los embriones cultivados en grupos grandes ha sido 

descripta de manera extensa por varios investigadores (Paria y Dey, 1990a, Keefer y col., 1994, 

Ahern y Gardner, 1998, Nagao y col., 2008); aunque este efecto positivo también se evidencia 

durante la IVM cuando los ovocitos son madurados en grupos mayores a 30 por gota (Katska y 

col., 1998). En situaciones como OPU-PIVE donde se recuperan pocos ovocitos en promedio por 

donante (Merton y col., 2003), el cultivo en pequeñas gotas (10-12 µl) con el agregado de suero 

en el día 5 de cultivo conducía a un aumento significativo en el rendimiento de blastocisto 

(Hagemann y col., 1998). Otra estrategia reportada para mejorar el desarrollo de blastocistos 

ante un escenario de baja densidad (de uno a cinco embriones por microgota) propone la 
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reducción de la tensión de oxígeno entre 1-2,5% durante el período de cultivo o la exclusión de 

fosfato del medio de cultivo (Nagao y col., 1998, Nagao y col., 2008). El número de embriones en 

cultivo no solo afecta la tasa de desarrollo si no también la liberación de interferón tau (IFN-τ) 

(Larson y Kubisch, 1999). Sistemas de producción de embriones individuales en medios 

definidos presentan un desafío importante (Fukui y col., 2000). Otros estudios mostraron que, 

además de la menor producción de embriones en el cultivo individual, la tasa de eclosión 

también se ve afectada de manera significativa (Yuan y col., 2000). La tasa de producción de 

blastocistos se maximiza cuando el número de embriones en la gota de cultivo es mayor a cinco, 

siendo el óptimo en términos de cantidad y calidad cuando el tamaño del grupo supera los 25 

embriones por gota (Ward y col., 2000a). Además de esta conclusión, el trabajo dejó claro que el 

número de embriones por gota, es el factor que más influye en la tasa de desarrollo y calidad de 

los blastocistos en lugar del volumen de medio. La respuesta cooperativa entre embriones 

también parecería operar cuando ovocitos de mala o baja calidad son cultivados en grupos 

mayores a 40 por gota, situación donde la tasa de desarrollo mejoró significativamente (Khurana 

y Niemann, 2000a). 

 

El objetivo final de las técnicas de reproducción asistida es la multiplicación de reproductores 

seleccionados a través del nacimiento de crías sanas. A pesar del rápido progreso en este 

campo, el nivel de ineficiencia sigue siendo alto (solo un 40% de los ovocitos puestos en cultivo 

llega a blastocisto) (Lonergan y Fair, 2008, Lonergan y Fair, 2014). El microambiente in vitro y los 

medios de cultivo donde se desarrollan los embriones no reflejan las mismas condiciones que se 

encuentran en el tracto reproductor femenino. La definición de los nutrientes, factores de 

crecimiento y sustratos óptimos para todo el proceso de producción in vitro de embriones 

conduciría a una mejor comprensión de los puntos críticos para el desarrollo embrionario 

temprano preimplantacional (Absalón-Medina y col., 2014). Sin embargo, la naturaleza dinámica 

y compleja de las condiciones in vivo hace que sea difícil duplicar in vitro tal microambiente 

mediante el uso de medios definidos. No obstante, existe la posibilidad de mejorar el sistema de 

cultivo entendiendo más las interacciones físico-químicas entre las gametas y embriones con el 

microambiente aprovechando la gran plasticidad que muestran al desarrollarse bajo las actuales 

limitadas condiciones ofrecidas. Las mejoras en los sistemas de cultivo deberán centrarse en el 

metabolismo embrionario en cada etapa de la producción in vitro de embriones dado que, en 

condiciones in vivo, el embrión es expuesto a un entorno dinámico y cambiante (Gardner, 1998, 

Gardner, 2008, Gardner y Lane, 2014a, Gardner y Harvey, 2015). El consumo de piruvato de 

sodio y otros ácidos carboxílicos es relativamente mayor en la etapa precompactación 
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coincidente con el ambiente relativamente más oxigenado del oviducto. Una vez en el útero, la 

tensión de oxígeno se reduce y aumenta el metabolismo de glucosa para acompañar una mayor 

demanda de energía por parte de la mórula compacta o blastocisto temprano. El cambio de bajo 

a alto consumo de glucosa se produce en la mayoría de las especies (Thompson y col., 2000, 

Thompson y Peterson, 2000, Summers y Biggers, 2003), el cual junto con el manejo correcto de 

otros nutrientes esenciales, factores de crecimiento, antioxidantes y amino ácidos que el embrión 

consume de manera selectiva (Combelles y Hennet, 2012, Hegde y Behr, 2012, Houghton, 2012, 

Meintjes, 2012, Zander-Fox y Lane, 2012) se traduciría en un menor número de dificultades a la 

hora de sobrepasar el "bloqueo de desarrollo” y se lograría una mayor producción de embriones 

de alta calidad que logren alta sobrevida pos-criopreservación y resultados satisfactorios luego 

de la transferencia (Bavister, 2000, Enright y col., 2000, Betteridge, 2006, Hansen, 2006, Vajta y 

col., 2010, Absalón-Medina y col., 2014). 

 

1.4.1. Metabolismo embrionario 

 

El estudio del metabolismo embrionario temprano en mamíferos comenzó hace varios años 

(Leese, 2012). Mientras que en el período de las décadas de 1940 y 1960 el trabajo se centró en 

el efecto de la adición de sustratos de energía a los embriones en cultivo, el mayor progreso en 

la comprensión del metabolismo embrionario se logró en la década de 1970 (Shepard y col., 

1970, Biggers y Stern, 1973, Biggers y Borland, 1976). Durante esos años se experimentó con 

compuestos marcados radioactivamente y se examinaba el destino final de esos elementos 

añadidos al medio. Al igual que en otros aspectos del conocimiento en relación al desarrollo 

embrionario temprano en mamíferos, los primeros experimentos y datos provienen de especies 

laboratorio clásicas como el ratón, hámster y conejo. Luego siguieron los grandes animales 

domésticos, principalmente ovejas, cerdos, y vacas (Biggers, 1987). El mayor impulso en la 

investigación en el desarrollo embrionario temprano ocurrió en el humano con el objetivo de 

aplicar los conocimientos y avances en el tratamiento de la infertilidad (Steptoe y Edwards, 

1978). En casi todas las especies estudiadas, el metabolismo del embrión en división es 

relativamente quiescente, desde cigoto hasta el estadio de mórula (Leese y col., 2008a). El 

consumo de oxígeno durante ese período es relativamente bajo, y el sustrato dominante que el 

consume del medio de cultivo es el piruvato (Rieger y Loskutoff, 1994). El piruvato se consume a 

una tasa casi constante. La fuente de piruvato proviene generalmente de la conversión 

glucolítica de la glucosa o tomada directamente del medio de cultivo. El piruvato también puede 

entrar en el ciclo de Krebs, donde puede ser oxidado completamente. A medida que el embrión 
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progresa en la división a blastocisto, hay un fuerte incremento en el consumo de glucosa con el 

consiguiente aumento en la liberación de lactato al medio de cultivo. Coincidente con esto hay 

una caída en el consumo de piruvato. Con la formación del blastocisto, el consumo de oxígeno 

también se incrementa (Thompson y col., 1996, Gardner, 1998, Gardner y col., 2000c, Harvey, 

2007) apoyando la idea de que la producción de lactato por la vía glucolítica tiene un 

transcendencia menor en la generación de ATP para el blastocisto. Es mucho más probable que 

la glucólisis se eleva para satisfacer las necesidades de carbono para procesos de biosíntesis en 

lugar de ser fuete de energía dado que la glucólisis es un proceso relativamente ineficiente en la 

generación de ATP. La adición de aminoácidos al medio de cultivo ha tenido un efecto positivo 

sobre productividad del sistema PIVE como así también en la calidad de los embriones 

resultantes. La contribución de los aminoácidos a la producción del ATP no está claro, sin 

embargo, se lo ha relacionado con la tasa de producción de blastocistos (Rosenkrans y First, 

1994, Lane y Gardner, 1997a) y con la viabilidad embrionaria (Houghton y col., 2002, Sturmey y 

col., 2010). Al considerar el metabolismo energético temprano de los embriones, es importante 

considerar la contribución de los triglicéridos endógenos (Ferguson y Leese, 1999). La β-

oxidación de los ácidos grasos es imprescindible durante la maduración de los ovocitos, el 

desarrollo y en la etapa preimplantacional (Ferguson y Leese, 2006). Se ha identificado la 

importancia de la oxidación de ácidos grasos durante el desarrollo embrionario en diferentes 

especies. La carencia o ausencia de nutrientes esenciales no impide la continuidad de desarrollo 

de los embriones en varias especies (Kane, 1987, Thompson y col., 1992, Leese, 2012). Esto se 

puede explicar por el contenido de triglicéridos intracelulares que actuaría amortiguando la falta 

del sustrato faltante, transformándose en una fuente de energía alternativa (Ferguson y Leese, 

2006, Sturmey y col., 2009, McKeegan y Sturmey, 2011, Dunning y col., 2014). Además de las 

características básicas del metabolismo energético durante el desarrollo temprano del embrión 

que refiere principalmente a la generación de ATP, la vía de las pentosas fosfato es una ruta 

metabólica necesaria para la biosíntesis de nucleótidos y ácidos nucleicos en ovocitos y 

embriones (Javed y Wright, 1991, Sutton-McDowall y col., 2010).  

 

Son varias las razones de porque resulta importante estudiar el metabolismo embrionario. Un 

objetivo radica en diseñar medios de cultivo específicos para cada especie que contengan los 

nutrientes apropiados y necesarios para producir descendencia viable y sana (Chronopoulou y 

Harper, 2015). Además, se estudia el metabolismo embrionario a los fines de encontrar un 

método no invasivo y en tiempo real para seleccionar los embriones con mayor potencial de 

generar preñeces (Botros y col., 2008, Aydiner y col., 2010, Uyar y Seli, 2014, Perkel y col., 
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2015, Rødgaard y col., 2015). Por otra parte, con el advenimiento de la transferencia nuclear con 

células somáticas en ovejas (Wilmut y col., 1997, Wilmut y col., 2002), cabras (Baguisi y col., 

1999), cerdos (Polejaeva y col., 2000) y bovinos (Cibelli y col., 1998) se requiere entender con 

mayor detalle la fisiología celular para su aplicación en la medicina regenerativa y en las nuevas 

técnicas destinadas a remplazar las mitocondrias en ovocitos “viejos” en los programas de 

fertilización asistida (Hiendleder y Wolf, 2003, Spikings y col., 2006, Yabuuchi y col., 2012, 

Richardson y col., 2015). Estas herramientas requieren una comprensión detallada de la 

regulación metabólica del embrión preimplantacional para maximizar las chances de éxito, 

continuar avanzando en mejorarlas y descubrir nuevas. 

 

Otra razón para continuar estudiando el metabolismo embrionario tiene lugar en la necesidad de 

identificar marcadores biológicos de la salud y viabilidad del embrión. Esto se basa en la 

variabilidad inherente en el metabolismo entre los diferentes embriones co-cultivados en una 

misma gota. La hipótesis del “embrión tranquilo” (Leese, 2002) propone que la supervivencia de 

los embriones preimplantacionales mejora cuando el metabolismo es bajo. Esta situación puede 

generarse reduciendo la concentración de nutrientes en el medio de cultivo y por tanto, como 

consecuencia del cultivo embrionario in vitro se produce el aumento de la actividad metabólica la 

cual compromete la capacidad de desarrollo. La reducción del metabolismo mediante 

bloqueantes químicos del metabolismo oxidativo o disminuyendo el nivel de oxígeno o la 

temperatura, mejora el desarrollo. Esta teoría, que propone que los embriones viables tienen una 

tasa metabólica disminuida, ha sido apoyada por varios estudios que muestran que los 

embriones con un metabolismo acelerado tanto de los hidratos de carbono como los 

aminoácidos presentan una viabilidad disminuida post-transferencia (Lane y Gardner, 1996, 

Donnay y col., 1999, Guerif y col., 2013). Sin embargo, otros estudios muestran que el 

metabolismo elevado de la glucosa consumo en un momento determinado del desarrollo 

embrionario estaría asociado a una mayor viabilidad del embrión (Gardner y col., 2011).  

 

Las enfermedades metabólicas asociadas a animales de alta producción podría tener un 

correlato con el metabolismo embrionario el cual podría proporcionar información sobre los 

mecanismos que interfieren con la fertilidad y potencialmente identificar intervenciones 

terapéuticas (Boland y col., 2001, Pryce y col., 2004, Leroy y col., 2008a, Leroy y col., 2008b). 

Hay evidencia que los procesos metabólicos pueden influir directamente en la expresión génica 

(Van Hoeck y col., 2015). Aproximadamente el 30% de las crías derivadas de embriones PIVE 

tendrían un alto peso al nacer, las gestaciones tendrían una mayor duración, y existiría un sesgo 
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en la relación macho:hembra (mayor proporción de machos) (Thompson y Peterson, 2000, 

Gutierrez-Adan y col., 2001a, Camargo y col., 2010). Estas falencias del sistema PIVE podrían 

también tener un origen en desarreglos metabólicos (Biggers, 2004, Thompson, 2006, Absalón-

Medina y col., 2014, Gardner y Harvey, 2015).  

 

El método y protocolo de medición del metabolismo embrionario es crítico a la hora de extrapolar 

los descubrimientos al proceso in vivo. Los datos disponibles sobre el metabolismo embrionario 

se basan en la determinación por agotamiento o aparición del sustrato en estudio en el medio 

ambiente donde se desarrolla el embrión. Es necesario remarcar que en la mayoría de los 

estudios realizados, el sistema PIVE utilizado es estático en contraposición a lo que ocurre in 

vivo (dinámico). A esto se le suma la estrategia de cultivo elegida en relación al número de 

embriones por gota, tamaño de la gota y frecuencia de recambio del medio (Gardner y Harvey, 

2015). Dada la heterogeneidad en el potencial de desarrollo embrionario, las mediciones 

individuales son clave. Se han utilizado sustratos marcados radioactivamente (Rieger, 1992), 

enzimas ligadas a compuestos fluorescentes aptas para detectar la aparición y desaparición de 

un sustrato (Guerif y col., 2013), proteómica y metabolómica para el análisis cualitativo y 

cuantitativo de proteínas y metabolitos, respectivamente, con la finalidad de obtener un perfil las 

proteínas y metabolitos existentes (Katz-Jaffe y col., 2005, Krisher y col., 2015), consumo de 

oxígeno para determinar el metabolismo oxidativo por nanorespirometria (Lopes y col., 2007), 

inhibidores metabólicos y cofactores enzimáticos con el fin de inhibir o favoreces ciertas vías 

metabólicas (Gardner y col., 2000b), entre otros. Debido a que el metabolismo es dinámico, un 

embrión puede responder rápidamente en respuesta a un cambio en el ambiente externo. Si bien 

estos análisis podrían ser un factor de estrés, los embriones son extremadamente plásticos y 

adaptables (Martinez Arias y col., 2013, Absalón-Medina y col., 2014).  

 

Mientras que la industria de FIV humana ha evolucionado hacia los medios de cultivo definidos 

utilizando fuentes macromoleculares tales como la albúmina recombinante, el suero continúa 

siendo utilizado en muchos sistemas de producción animal. El cultivo con suero ha demostrado 

aumentar la tasa y cinética de desarrollo de blastocistos en bovinos (Thompson y col., 1998, 

Holm y col., 1999, Rizos y col., 2003, Leivas y col., 2011). Sin embargo, su presencia también se 

ha asociado con un aumento intracelular de lípidos (Ferguson y Leese, 2006), la alteración del 

metabolismo (Reis y col., 2003), aumento del estrés oxidativo (Cagnone y Sirard) y la reducción 

de la supervivencia post vitrificación (Rizos y col., 2001, Gomez y col., 2008).  
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Además de que el embrión se adapta a su medio ambiente, el medio de cultivo también cambia 

por su interacción con las condiciones externas (nivel de CO2, temperatura) y con los embriones. 

El agotamiento sustratos y la acumulación de sustancias liberadas por el embrión como lactato y 

aminoácidos cambian el medio ambiente que rodea al embrión. La acumulación de amonio 

proveniente de la glutamina (Gardner y Lane, 1993) y del lactato interferiría con el sistema 

buffer/pH del medio y podría producir el agotamiento de los sustratos necesarios para la 

generación de ATP (de Souza y col., 2015).  

 

La producción de lacto en altas cantidades por parte del blastocisto serviría para facilitar varias 

funciones clave durante la implantación (Gardner, 2015). Estas incluyen la biosíntesis y 

preparación del tejido endometrial, promover la formación de nuevos vasos sanguíneos y la 

inducción de la modulación local del sistema inmune en el ambiente uterino (Gardner y Harvey, 

2015). La disponibilidad de nutrientes, la concentración de oxígeno y el estado reducción-

oxidación del blastocisto regulan la actividad de las vías metabólicas específicas (Harvey y col., 

2002). La pérdida del equilibrio metabólico está asociado a una reducción en el potencial de 

implantación y desarrollo fetal subsiguiente (Gardner y col., 2000c). Incluso un estrés metabólico 

transitorio en el estadio de blastocisto puede afectar el desarrollo fetal y el peso al nacer 

(Fleming y col., 2004, Takahashi, 2012).  

 

Una relación entre el metabolismo del blastocisto y la posterior viabilidad después de la 

transferencia se informó por primera vez en 1980 (Renard y col., 1980) donde se mostró una 

correlación positiva entre el consumo de glucosa por el blastocisto y el establecimiento de la 

preñez. El análisis de la conexión entre la actividad metabólica y la viabilidad reveló que tanto la 

tasa de consumo de nutrientes y su destino metabólico estaban relacionadas con la viabilidad 

(Lane y Gardner, 1996, Donnay y col., 1999). La capacidad de los blastocistos de producir una 

cantidad constante de lactato durante la implantación tiene una importancia fisiológica. Los 

embriones que son capaces de mantener niveles adecuados de actividad a través de las vías 

metabólicas específicas tienen una mayor viabilidad (Gardner y col., 2011, Lee y col., 2015). Un 

estudio reciente demostró que los embriones pronucleados que clivan más rápido produjeron 

blastocistos más viables, y que tales blastocistos tienen un consumo de glucosa más alto y una 

tasa glucolítica más baja que los blastocistos desarrollados a partir de cigotos con tasa de clivaje 

lenta (Lee y col., 2015). El análisis de la utilización de aminoácidos en embriones señala que, en 

general, aquellos embriones que llegaron al estadio de blastocisto exhibieron un menor recambio 

de aminoácidos en comparación con los embriones "no viables", lo cual refuerza la hipótesis de 
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que un "metabolismo tranquilo” es consistente o se correlaciona positivamente con la viabilidad 

embrionaria (Leese, 2002, Baumann y col., 2007, Leese y col., 2007, Leese y col., 2008a). Esta 

hipótesis platea que los embriones con alta viabilidad tienen una baja actividad metabólica lo 

cual refleja una fisiología menos estresada, menor consumo de nutrientes y bajo recambio de 

aminoácidos (Leese y col., 2008a). Sin embargo, otros estudios no apoyan esta hipótesis (Lane y 

Gardner, 1996, Gardner y col., 2011). Estos trabajos manifiestan que la viabilidad embrionaria 

estaría asociada a un aumento de la tasa metabólica. De hecho, el consumo de oxígeno por 

embriones en desarrollo indica que la viabilidad estaría asociada con el aumento en la tasa de 

consumo de oxígeno (Lopes y col., 2010a, Lopes, 2012). Estas teorías aparentemente 

antagónicas tendrían tendría como principal diferencia en que los estudios sobre lo cual se 

construyó la hipótesis de “metabolismo tranquilo” tiene como factor común el uso de 20% de 

oxígeno durante el cultivo y análisis metabólico de los embriones. Este alto nivel de oxígeno 

ejerce efectos negativos en la expresión genética, proteomica y metabolismo del embrión (Ajduk 

y Zernicka-Goetz, 2012, Montag y col., 2013, Sakkas, 2014, Gardner y Harvey, 2015). 

 

En resumen, el blastocisto exhibe un metabolismo caracterizado por altos niveles de glicolisis 

aerobia. La demanda de energía por parte del blastocisto no sólo proviene a medida que 

aumenta el número de células, sino también con el aumento concomitante de la biosíntesis 

producto de la mayor cantidad de células, la formación y mantenimiento del blastocele. La 

glucosa consumida por el blastocisto se requiere también para la producción de intermediarios 

biosintéticos y reductores equivalentes. Además, la glucosa estaría vinculada en la proporción o 

relación de macho:hembra. El sistema “lanzadera malato-aspartato” juega un papel clave en la 

regulación del metabolismo de la glucosa en el blastocisto. El lactato producido por el blastocisto 

podría facilitar el proceso de implantación a través de su capacidad para aumentar la 

angiogénesis y regular/modular la función inmune local. Aunque el embrión puede adaptarse a 

los cambios ambientales y a diferentes concentraciones de nutrientes (plasticidad embrionaria), 

la adaptación y/o tolerancia a esa situación tiene un costo en términos de capacidad de 

desarrollo. El estrés producto de las condiciones de cultivo (temperatura, CO2, O2) y/o amonio, 

puede impactar negativamente en el metabolismo del blastocisto y comprometer su viabilidad. 

Existe evidencia clara de que el metabolismo es un indicador de la salud del embrión. Sin 

embargo, resta elucidar con mayor detalle cómo se ve afectado el metabolismo por las 

perturbaciones (condiciones de cultivo, ingredientes del medio de cultivo, pH, osmolaridad, 

apertura de la incubadora, luz, etc.), los mecanismos reparadores y cómo funcionan. La 

regulación de las vías metabólicas durante el desarrollo temprano puede ser crítico para la salud 
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del embrión a largo plazo. Las demandas de energía para la síntesis proteica, división celular y 

formación de blastocistos requieren de una adecuada regulación de las vías nutriente-sensibles, 

mientras que la desregulación puede contribuir a la desaceleración del desarrollo, pérdida de 

viabilidad, y/o muerte embrionaria temprana (Shepard y col., 1970, Biggers y Stern, 1973, 

Biggers, 1987, Bavister, 1995, Leese, 1995, Thompson, 1996, Krisher y Bavister, 1998a, 

Khurana y Niemann, 2000b, Lane, 2001, Watson y Barcroft, 2001, Gopichandran y Leese, 2003, 

Sinclair y col., 2003, Bączkowski y col., 2004, Fleming y col., 2004, Sutton-McDowall y col., 2010, 

Leese, 2012, Baltz, 2013, Martinez Arias y col., 2013, Montag y col., 2013, Downs, 2015, 

Gardner y Harvey, 2015, Leese, 2015). 

 

1.5. Deficiencias del sistema PIVE 

 

Las deficiencias encontradas en el sistema de producción in vitro de embriones, se deberían a 

factores multicausales. La capacidad del ovocito maduro de sobrepasar las etapas tempranas 

(fertilización, desarrollo preimplantacional y la implantación) se denomina competencia y es una 

medida de su calidad (Leibfried-Rutledge, 1999, Gandolfi y Gandolfi, 2001, Lonergan y col., 

2001, Merton y col., 2003, Hussein y col., 2006). El ovocito adquiere la competencia de manera 

gradual y secuencial durante la foliculogénesis a medida que éste crece y las células que lo 

rodean se diferencian (Eppig, 1996). Muchos factores durante el desarrollo folicular afectan la 

competencia de los ovocitos, por ejemplo, (1) el estado fisiológico y reproductivo de la hembra 

donante, el origen de los ovocitos, donde los ovocitos derivados de folículos grandes son más 

competentes que los que provienen de folículos pequeños (Lonergan y col., 1994b, Leibfried-

Rutledge, 1999, Fair, 2003, Machatkova y col., 2004), (2) la salud del folículo, donde la 

dominancia folicular y la atresia están asociados con la competencia (Blondin y Sirard, 1995, 

Hagemann, 1999, Mermillod y col., 1999, de Wit y col., 2000, Hendriksen y col., 2000), (3) la 

estimulación hormonal a los folículos en desarrollo claramente mejora la competencia de los 

ovocitos (Blondin y col., 2002, Sirard y col., 2006, Chaubal y col., 2007, De Roover y col., 2008, 

Nivet y col., 2012, Dias y col., 2014) y (4) la comunicación y grado de interacción dentro del 

ovocito y las células del cumulus que lo rodean son necesarias para el desarrollo de un ovocito 

competente (Krisher, 2004, Hussein y col., 2006, Gilchrist y col., 2008, Sirard, 2011, Paulini y 

col., 2014). En consecuencia, el ovocito madurado in vitro posee una menor competencia debido 

en parte a un inadecuado sistema y ambiente in vitro que soporte o promueva la maduración 

completa del ovocito (Greve y col., 1987, Leibfried-Rutledge y col., 1987, Rizos y col., 2002c, 

Sutton y col., 2003, Krisher, 2004).  
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El origen de los ovocitos como factor determinante en la adquisición de la competencia. Los 

ovocitos destinados a la producción in vitro de embriones bovinos se pueden colectar a partir de 

ovarios de matadero, como así también de hembras donantes vivas (Figura 14). Los ovocitos 

aspirados de ovarios de matadero provienen de una población altamente heterogénea de 

folículos que se encuentran en distintas etapas o fases de la dinámica folicular, sumado al 

desconocimiento del estado fisiológico y categoría de la hembra faenada y sus antecedentes 

reproductivos y sanitarios (Merton y col., 2003). Entre las principales desventajas de recuperar 

ovocitos de ovarios de matadero es la falta de repetitividad. Una vez que la hembra ha sido 

faenada no puede haber más colecta de ovocitos de la misma donante. Como contraparte a esta 

situación, las ventajas radican en su alta disponibilidad y bajo costo operativo. Los ovocitos 

colectados por OPU provienen de folículos que no fueron expuestos a los efectos de la 

dominancia y no han sido objeto del desarrollo pre-ovulatorio final (Fortune y col., 2001, Lucy, 

2007a, Aerts y Bols, 2010b).  

 

 
Figura 14: Origen de los ovocitos en los diferentes sistemas de producción de embriones. Ovum pick-up 

(OPU = área del rectángulo pequeño); PIVE con ovocitos de matadero (Slaughterhouse= área del 

rectángulo grande); superovulación y colecta de embriones convencional (MOET = área en el óvalo); 

folículo pre-ovulatorio (POF). Los folículos con ovocitos en color blanco no son atrésicos; mientras que los 

de color gris muestran atresia temprana y los de color negro son atrésicos (Merton y col., 2003) 
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La calidad de los ovocitos se define a menudo como su competencia o capacidad para producir 

un embrión viable/transferible como resultado del sistema de producción in vitro. Esta definición 

establece que la competencia de desarrollo no sólo depende de la calidad intrínseca del ovocito, 

si no también está relacionado con los procedimientos de PIVE, tipo de semen utilizado para 

fertilizar, método de recolección de los ovocitos (matadero versus OPU), entre otros (Pavlok y 

col., 1992, Hirao, 2011, Paulini y col., 2014). Otra definición de competencia, que iría más allá del 

embrión viable, remarca la capacidad del ovocito para reanudar la meiosis, la capacidad para 

iniciar el proceso de división después de la fertilización, la capacidad para desarrollarse hasta la 

etapa de blastocisto, la capacidad de establecer la preñez y que llegue a término y la capacidad 

de producir una cría con buena salud (Sirard y col., 2006, Watson, 2007). Esta capacidad o 

competencia de desarrollo es adquirida por el ovocito a través de la biosíntesis y/o el 

almacenamiento de varias moléculas clave. Estas moléculas son el resultado de procesos que 

ocurren en el núcleo y en el citoplasma durante el crecimiento y la maduración del ovocito. El 

almacenamiento de una reserva adecuada de estas moléculas se conoce como maduración 

molecular (Sirard y col., 2006). La maduración molecular es el proceso por el cual un suministro 

adecuado (en un tiempo, espacio y dosis adecuada) de los factores requeridos son adquiridos 

para lograr un ovocito competente. El ovocito está en casi constante cambio desde la etapa de 

folículo primordial hasta la ovulación (Picton, 2001). Parecería que hasta incluso después de que 

el ovocito ha alcanzado su tamaño final, la transformación continúa (Hyttel y col., 1997). Los 

cambios finales se producirían cuando el ovocito disminuye progresivamente sus actividad 

transcripcional (Fair, 2003) y por lo tanto, alcanza el nivel de competencia óptimo cuando tiene 

todo el ARN requerido para afrontar los distintos eventos durante el período de desarrollo 

(Gordon, 2003f, Ferreira y col., 2009). El ambiente folicular tendría un claro impacto en la 

capacidad del ovocito para desarrollarse más allá de la fertilización. Los principales parámetros 

foliculares que se evalúan normalmente son el tamaño, el grado de atresia, los efectos de la 

superestimulación y el nivel de diferenciación (Hyttel y col., 1997, Blondin y col., 2002, Vegetti y 

Alagna, 2006, Chaubal y col., 2007, Sirard y col., 2007, Watson, 2007, Hirao, 2011, Nivet y col., 

2012). 

 

Ciertamente que la tasa de producción de embriones viables o transferibles al día siete de cultivo 

dista mucho de lo aceptable. El Figura 15 muestra la productividad de cada etapa del proceso 

PIVE. La maduración nuclear que se caracteriza por la capacidad del ovocito para reanudar la 

división meiótica hasta metafase II parecería tener una alta eficiencia. La gran mayoría de los 

ovocitos madurados in vitro provienen de folículos antrales. La maduración nuclear puede 
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visualizarse por la extrusión del segundo cuerpo polar y la aparición de la segunda placa de la 

metafase. El desempeño del resto de los procesos o etapas PIVE sería significativamente 

menor. La mayor pérdida en la productividad del sistema PIVE estaría durante el período de 

cultivo luego de producirse el clivaje. Algunos investigadores ponen mayor énfasis en una 

deficiente o incompleta maduración citoplasma la cual incluye una sucesión de transformaciones 

en las mitocondrias, gránulos corticales y retículo endoplasmático liso y rugoso; todas ellas 

necesarias para el progreso de la maduración y el bloqueo de polispermia (Hyttel y col., 1997, 

Gilchrist y Thompson, 2007, Ferreira y col., 2009). En la misma línea, la presencia de proteínas 

del citoesqueleto y la distribución las organelas son factores importantes en la maduración de los 

ovocitos y que pueden afectar su competencia de los ovocitos (Kim y col., 2000, Sun y Schatten, 

2006).  

 

 
Figura 15: Porcentaje de éxito en cada etapa de PIVE (Lonergan y col., 2001, Sirard y col., 2006, 

Lonergan y Fair, 2008, Lonergan y Fair, 2014) 

 

Otras evidencias parecerían indicar que el cultivo de los presuntos cigotos y embriones presenta 

diversas falencias y que éstas afectan el normal desarrollo de los embriones tanto en la calidad, 

criotolerancia y expresión génica (Niemann y Wrenzycki, 2000, Rizos y col., 2002c, Lonergan y 

col., 2003, Badr y col., 2007). La Tabla 9 muestra las diferentes respuestas a los posibles 

escenarios (in vivo o in vitro) de maduración, fertilización y cultivo y su efecto sobre la tasa de 

producción de embriones. En principio, la proporción de ovocitos que llega al estadio de 

blastocisto no estaría afectado por el sistema de cultivo, sino más bien por el origen de los 
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ovocitos (Rizos y col., 2002c, Rizos y col., 2008). En particular, el cultivo de cigotos en el 

oviducto de una oveja (simulando una situación in vivo) no incrementaría la tasa de desarrollo 

embrionaria. No obstante, el medio ambiente del oviducto pareció haber mejorado la calidad de 

los embriones, medida por la supervivencia de los embriones post-descongelación (Holm y col., 

1994, Tervit y col., 1994, Galli y Lazzari, 1996, Enright y col., 2000, Pugh y col., 2001, Rizos y 

col., 2002c, Galli y col., 2004, Rizos y col., 2008). 
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Tabla 9: Consecuencias de la maduración, fertilización de ovocitos bovinos y el desarrollo 

temprano del embrión in vitro versus in vivo. Implicancias en la producción y calidad de los 

blastocistos (Rizos y col., 2002c) 

Experimento Maduración Fertilización Cultivo Producción de 

Embriones 

Sobrevida Post-

Descongelado 

1 

In vivo In vitro In vitro 

  
In vitro In vitro In vitro 

  

2 

In vivo In vivo In vitro 

  
In vivo In vitro In vitro 

  

3 

In vitro In vitro In vitro 

  
In vitro In vitro In vivo 

  

4 

In vivo In vivo In vitro 

  
In vivo In vivo In vivo 

  
 

 

Significativamente menor 

 

No hubo diferencia 

 

Significativamente mayor 
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Del mismo modo, los resultados de la Tabla 9 (Experimento 4) demuestran que el cultivo in vitro 

de cigotos derivados de ovocitos de alto potencial de desarrollo (madurados y fertilizados in vivo) 

produce blastocistos de baja criotolerancia, similar a los resultantes de maduración, fertilización y 

cultivo in vitro. Las diferencias encontradas entre embriones cultivados in vitro versus in vivo 

estarían a nivel ultraestructural puesto que a nivel morfológico no se han encontrado mayores 

diferencias entre ambos sistemas de cultivo. Estas diferencias estarían asociadas a un mayor 

espacio perivitelino, vacuolas en las células trofoblásticas, una población escasa de las 

microvellosidades, una muy reducida red de conexiones intercelulares, mitocondrias con menor 

densidad y un gran aumento en el contenido de lípidos (Abe y col., 1999b, Crosier y col., 2000, 

Crosier y col., 2001, Fair y col., 2001b). Las diferencias en la expresión de genes entre 

embriones cultivados in vitro e in vivo podrían explicar las diferencias de calidad observadas 

(Wrenzycki y col., 1996, Lonergan y col., 2003, Wrenzycki y col., 2004, Badr y col., 2007). Otro 

factor a considerar sería el agregado de suero al medio cultivo in vitro el cual aceleraría el 

proceso de desarrollo y de esta forma, podría afectar la regulación y transcripción de ciertos 

genes asociados a la calidad del embrión, su resistencia a la criopreservación y normal 

crecimiento y desarrollo fetal (Bavister, 1995, Carolan y col., 1995, Farin y Farin, 1995, 

Thompson y col., 1998, Young y col., 1998, Lonergan y col., 1999b, Farin y col., 2001). Los 

componentes del medio de cultivo, la elección del protocolo de cultivo y la plataforma utilizada 

pueden tener también un efecto significativo sobre el metabolismo del embrión, lo cual puede 

tener implicancias directas sobre la tasa de formación de blastocistos viables, la calidad, 

congelabilidad y sobrevida pos-descongelado como así también en la tasa de implantación, 

preñez y nacimientos de terneros/as normales (Leibo y Loskutoff, 1993, Gardner, 1994, Krisher y 

col., 1999, Bavister, 2000, Khurana y Niemann, 2000b, Massip, 2001, Massip y Leibo, 2002, 

Vajta y Kuwayama, 2006, Vajta y Nagy, 2006, Saragusty y Arav, 2011, Arav, 2014, Gardner y 

Lane, 2014b).  

 

El primer cultivo embrionario in vitro exitoso en mamíferos se publicó a mediados del siglo 

pasado (Whitten, 1956). Desde entonces, la comunidad científica se pregunta por qué la 

capacidad de desarrollo durante el período de cultivo es baja en comparación con la IVM y FIV, y 

desde hace bastante tiempo, estancada en 30%-40%. Parecería haber un consenso 

generalizado en definir al entorno in vitro como "inadecuado", "estresante" y "evidentemente 

inferior" en comparación con su contraparte in vivo. El foco actual estaría limitado a reducir la 

brecha entre estos dos sistemas, aunque otras posturas sostienen que el cultivo in vitro de 

embriones no debe ser considerado como una copia imperfecta de los procedimientos in vivo, 
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sino como un proceso artificial con sus propios marcos, limitaciones y posibilidades (Vajta y col., 

2010). A los fines de poder dilucidar la génesis del bajo desempeño de desarrollo embrionario se 

identificaron algunos factores controversiales. El primero se originaría en que la gran mayoría de 

los procedimientos de cultivo in vitro de embriones provienen del cultivo de células somáticas. 

Los procedimientos, protocolos, herramientas y equipos del cultivo celular se establecieron antes 

del cultivo in vitro embrionario y se convirtieron en el modelo de producción. Las innovaciones 

subsiguientes en el campo de las células somáticas tuvieron poco o ningún efecto sobre el 

cultivo de embriones in vitro. La razón de esto sería la morfología, función y regulación de las 

células somáticas son diferentes de las de los embriones de mamíferos. Estas diferencias y sus 

consecuencias se resumen en los siguientes puntos: i) Los embriones pre-implantacionales no 

forman parte del cuerpo materno y se desarrollan de manera independiente en el oviducto/útero; 

ii) mientras que las células somáticas de los mamíferos están rodeadas por el fluido extracelular 

rico en nutrientes, proteínas y otros factores, los embriones pre-implantacionales están rodeados 

por una cantidad aún no definida (pero probablemente muy baja) de líquido oviductal y uterino 

diluido, que contiene menos recursos y sus características físico-químicas muestran cambios 

espaciales y temporales (Leese y col., 2001, Hunter, 2005), iii) en contraste con las células 

somáticas que no pueden proliferar sin estímulos tróficos externos, los cigotos de mamíferos 

están intrínsecamente programados para desarrollarse hasta la fase de blastocisto sin ningún 

estímulo externo. Sin embargo, los embriones in vivo están expuestos y ciertamente responden a 

una serie de factores interrelacionados endocrinos, paracrinos y autocrinos (O'Neill, 2008), iv) el 

líquido oviductal y uterino afecta positivamente el desarrollo del embrión pre-implantacional 

(Leese y col., 2008a). El rol de estos factores sobre el embrión no podría ser imitado por una 

simple monocapa de células epiteliales del oviducto bajo un sistema de co-cultivo; v) el ambiente 

oviductal-uterino no es necesariamente favorable para el desarrollo del embrión. Dependiendo 

del estado del tracto reproductivo y/o físico/fisiológico materno (estatus nutricional, lactancia, 

sanitario), puede ser perjudicial y causar efectos negativos en el desarrollo del feto (Leese, 2002, 

Leese y col., 2008b) ; vi) el establecimiento y mantenimiento del microambiente alrededor del 

embrión desempeña un papel fundamental en el desarrollo embrionario (Hunter, 2005, O'Neill, 

2008). Los factores autocrinos parecen ser constituyentes decisivos de este microambiente y con 

los métodos de cultivo actuales (establecidos originalmente para las células somáticas), este 

microambiente no se puede establecer y mantener adecuadamente in vitro. 

 

Otro factor de discusión está relacionado con la interpretación del ambiente in vivo y la aplicación 

de esas características de manera directa al sistema de cultivo in vitro. Algunos ejemplos son i) 
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la existencia de algunos factores oviductales o fenómenos que ocurrirían en el oviducto 

comúnmente citados no han sido confirmados en mamíferos preñados (Vajta y col., 2010); ii) 

algunos sustratos presentes en el fluido oviductal in vivo (potasio por ejemplo) pueden ser 

perjudiciales in vitro (Biggers, 2002, Biggers, 2004), mientras que otros que no están presentes 

en el oviducto, pueden resultar positivos; iii) algunas características como los lípidos 

intracitoplasmáticos pueden ser contraproducentes en el sistema in vitro; iv) la selección del 

ratón como “modelo de referencia” animal puede no ser la elección óptima y llevar a inferencias 

erróneas para otras especies animales; v) el hábito de minimizar de cualquier tipo de estrés para 

el embrión es casi mandatorio en el laboratorio de fertilización in vitro. Sin embargo, parecería 

que un cambio o shock limitado podría inducir procesos metabólicos que eventualmente mejoren 

la calidad del embrión e inclusive su criotolerancia (Siqueira Filho y col., 2011). 

 

Los medios para el cultivo de embriones saben contener agua pura, sales, bicarbonato de sodio, 

un quelante, piruvato, lactato, aminoácidos, macromoléculas y antibióticos. Esta formulación se 

mantiene sin grandes cambios desde hace mucho tiempo. No obstante, existen marcadas 

diferencias o desacuerdos en casi todos los componentes de los principales medios de cultivo en 

bovinos y humanos (Gardner y Lane, 2014b). Inicialmente, el desarrollo de los medios de cultivo 

se basó en dos conceptos utilizando medios simples como punto de partida. El primer enfoque 

fue "dejar que los embriones elijan" (Biggers, 2002). El otro camino elegido fue “volver o copiar a 

la naturaleza” con la idea de recrear medios similares al fluido oviductal en el humano (Quinn y 

col., 1985, Leese, 1998) y bovino (Tervit y col., 1972a). Hasta el momento, ninguna de estas 

estrategias ha sido lo suficientemente exitosa para el desarrollo de medios de cultivo que 

garantice altas tasas de producción, calidad embrionaria, implantación, preñez y nacimientos 

(Quinn, 2000). La visión de "que el embrión decida" presenta la dificultad o interrogante de qué 

ofrecerle al embrión y en qué cantidad resultando dificultosa la interpretación de los resultados 

(Summers y Biggers, 2003). El principal problema del principio de "volver a la naturaleza" es la 

cantidad extremadamente baja del fluido en el oviducto y útero y los problemas técnicos (y 

éticos) relacionados a su recolección y apropiada medición y caracterización. Una tercera 

corriente se focalizó en utilizar datos de consumo de nutrientes por parte del embrión, y de esa 

forma, elaborar el medio de cultivo adecuado (Leese, 2003, Gardner, 2008). La elección del 

medio de cultivo tiene un impacto determinante en el resultado final ya que durante la primera 

semana de desarrollo embrionario ocurren eventos trascendentales como la primera división o 

clivaje, la transición entre el control genómico materno al embrión, superación del bloqueo, 

activación del genoma, compactación de la mórula, diferenciación y distribución celular (MCI y 
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CT), blastulación y eclosión (Thompson y Peterson, 2000). La adaptación a un ambiente 

inadecuado puede causar cambios en la epigenética, la transcripción, el metabolismo y la 

distribución de células embrionarias. Los componentes de los medios de cultivo pueden producir 

alteraciones en el patrón de expresión génica de los embriones pre-implantacionales y causar un 

aumento del peso al nacer e incidencia de abortos, muertes neonatales y malformaciones 

posnatales (Thompson y col., 2007, Duranthon y col., 2008).  

 

Para la mayoría de los embriones de las especies de mamíferos, el cultivo en grupo presenta 

ventajas productivas tanto en especies monotocas como politocas (Vajta y col., 2000, O'Neill, 

2008). El sistema de cultivo bovino in vitro con ovarios de matadero puede incubar hasta 50 

embriones juntos en el centro de una gota de 400 µl de medio. La tasa de blastocistos que se 

logra alcanzar de manera consistente llega al 50% respecto de ovocitos inmaduros en 

comparación con el 34-39% cuando se realiza el cultivo individual. Este tipo de sistema parecería 

resolver o minimizar los supuestos efectos negativos de los embriones muertos, degenerados y/o 

en vías de degradación (Hagemann y col., 1998, Holm y col., 1999, Vajta y col., 2008). La 

principal ventaja del sistema de cultivo grupal sería el máximo aprovechamiento por parte del 

embrión de los factores de crecimiento auto/paracrinos (Paria y Dey, 1990b, Ferry y col., 1994, 

Gopichandran y Leese, 2006). El efecto del cultivo grupal puede también producirse o 

incrementarse si se disminuye el volumen de medio por embrión (aumentando la densidad) 

(Reed, 2012). La relación embrión:volumen no estaría determinada claramente mostrando 

diferencias sustanciales entre artículos publicados. Desde 1:1 (embrión:µl volumen de medio) 

(Ferry y col., 1994), 1:10 (Holm y col., 1999) y hasta 1:30 (Hoelker y col., 2010). Cabe destacar 

que la estrategia de reducir el volumen de medio para aumentar la densidad puede reducir la 

tasa de compactación, cavitación, eclosión, la distribución de MCI y TC, el número de 

blastómeros y la tasa de implantación (Wiley y col., 1986, Lane y Gardner, 1992, Stoddart y col., 

1996). En contraste, el cultivo en grupo aumenta la formación de blastocistos, el número de 

células embrionarias totales y la producción de interferón-tau (O'Doherty y col., 1997, Larson y 

Kubisch, 1999, Khurana y Niemann, 2000a). Placas de cultivo recientemente introducidas al 

mercado permiten el cultivo reducido (incluso individual) de embriones con la posibilidad 

beneficiarse del cultivo en grupo mediante canales entre gotas que permitirían que factores 

embriotróficos circulen por la gota compartimentalizada (Ebner y col., 2010, Swain y Smith, 2011, 

Smith y col., 2012). 
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El co-cultivo tiene un gran número adeptos o seguidores en los laboratorio de FIV humanos 

(Mercader y col., 2006, Parikh y col., 2006, Dominguez y col., 2010), especialmente en pacientes 

con ciclos de FIV recurrentes y que no logran embriones viables y/o gestaciones (Urman y 

Balaban, 2005). Un meta-análisis de varios ensayos demostró que el co-cultivo aumenta el 

número de blastómeros, la tasa de implantación y embarazo (Kattal y col., 2008). El hecho de 

que el co-cultivo pueda derivar de no solo células del tracto reproductivo sino también de células 

somáticas, células madre, entre otras, indicaría que los factores que liberan éstas células y que 

contribuyen a incrementar la producción y calidad de los embriones, no son específicos del tracto 

reproductivo. Su acción sería la disminución de la concentración de oxígeno en la cercanía al 

embrión o la eliminación de factores tóxicos (Bavister, 1992, Bavister, 1995, Donnay y col., 

1997). En el bovino, la disminución de la concentración de oxígeno del 20% al 5% redujo 

drásticamente la necesidad del co-cultivo (Voelkel y Hu, 1992, Nagao y col., 1994, Trounson y 

col., 1994) y para neutralizar o minimizar la acción de factores tóxicos, se simplificaron los 

medios de cultivo evitando sustancias químicas innecesarias potencialmente tóxicas (Thompson 

y col., 2007). Junto con el suero, el co-cultivo ha sido señalado como causante de algunas 

anomalías durante la gestación y aumento de peso al nacer (van Wagtendonk-de Leeuw y col., 

1998, Khosla y col., 2001). 

 

En animales domésticos, tres laboratorios independientes (Voelkel y Hu, 1992, Nagao y col., 

1994, Trounson y col., 1994) demostraron que el cultivo de embriones en un sistema de co-

cultivo con células somáticos requiere concentraciones atmosféricas de oxígeno, mientras que el 

cultivo de embriones sin células soporte se desarrollaban mejor en oxígeno reducido. Las 

explicaciones de este fenómeno permanecen hasta hoy inconclusas debido a la aparición de 

medios simples y la utilización de bajo oxígeno. El problema del co-cultivo fue perdiendo interés 

mientras que, el uso de medios simples con suplementación y con una concentración de oxígeno 

del 5% ó 6% fue ganando terreno. Una disminución adicional de la concentración de oxígeno 

durante el cultivo in vitro puede tener consecuencias negativas. La concentración de oxígeno al 

2%, aunque puede conducir a un aumento en las tasas de blastocistos, puede causar 

anormalidades en el desarrollo embrionario y fetal (Thompson y Peterson, 2000). Tanto los 

sistemas de provisión de gases con inyección de gases mediante sensores infrarrojos 

(incubadora convencional), los sistemas de alimentación continuos con mezcla de gases pre-

determinadas y los sistemas cerrados (bolsa o cámara de cultivo) llenados con gas mezcla son 

opciones válidas para el cultivo embrionario desde zigoto hasta la eclosión (Vajta y col., 1997). 

 



120 
 

Los medios de cultivo divididos en “simples” o “complejos” según la cantidad de sus 

componentes y “definido”, “semi-definido” y “no-definido”, de acuerdo a la suplementación 

utilizada, no han satisfecho hasta el momento todas las necesidades del embrión ni tampoco 

mantenido su viabilidad y criotolerancia (Chronopoulou y Harper, 2015). Los medios simples 

como el CR1 (Rosenkrans y First, 1994), SOF (Tervit y col., 1972a), KSOM (Biggers y col., 

1997); hasta medios más complejos como el TCM-199 (Summers y Biggers, 2003) han resultado 

ser parcialmente efectivos en superar la barrera del 40% de desarrollo, la cual parecería ser el 

techo actual (Lonergan y Fair, 2014). La principal diferencia entre medios definidos frente a los 

semi-definidos y no-definidos es el conocimiento de la concentración y composición de cada 

componente del medio. El suplemento más popular en los medios definidos es PVA (Thompson, 

2000, Gardner, 2008), sin embargo la productividad de esta macromolécula frente a la BSA y 

FCS es marcadamente inferior (Holm y col., 1999). Los medios semi-definidos cuentan 

generalmente con la suplementación de BSA y FCS en los medios no-definidos (Gardner, 1998, 

Gardner y Lane, 1998). El uso de suero fetal está muy extendido en la formulación de medios no-

definidos como una importante fuente proteica para el embrión; sin embargo, varios estudios han 

demostrado un efecto bifásico. Por un lado inhibe la división temprana del cigoto, y por otro lado, 

aumenta la velocidad del desarrollo y la aparición temprana de blastocistos (Pinyopummintr y 

Bavister, 1991, Bavister y col., 1992, Thompson y col., 1998, Gutierrez-Adan y col., 2001b, Rizos 

y col., 2003). Pero el suero afecta a la morfología y la bioquímica del embrión (Fair y col., 2001b), 

provoca una acumulación anormal de gotas lipídicas intracitoplasmáticas (Rizos y col., 2002a), 

se lo ha relacionado con una alteración que se caracteriza por la ocurrencia de fetos de gran 

tamaño/peso y una elevada mortalidad de los mismos (Young y col., 1998), y también con una 

reducción en la tasa de supervivencia post-congelado (Rizos y col., 2003). La BSA utilizada en la 

formulación de medios semi-definidos puede aumentar la tasa de desarrollo embrionario y el 

número total de células del embrión (Sung y col., 2004) pero en altas concentraciones en el 

medio de cultivo provoca un descenso en la tasa de supervivencia post-congelado (Rizos y col., 

2003). La albúmina actuaría como portador de vitaminas, hormonas, lípidos y factores autocrinos 

y podría neutralizar algunas toxinas que se producen en los medios de cultivo (Gardner, 2008, 

O'Neill, 2008). Sin embargo, ni la BSA ni los nuevos sustitutos sintéticos han mostrado 

resultados significativamente superiores respecto al FCS (Holm y col., 1999, Gandhi y col., 2000, 

Duque y col., 2003). En los comienzos del cultivo in vitro de embriones, el suero era un 

componente común de los medios. Su presencia fue especialmente necesaria en los sistemas 

con co-cultivo, ya que las células somáticas lo necesitan para su crecimiento. Sin embargo, 

desde finales de los ‘90, ha crecido la resistencia en su utilización especialmente durante el 
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cultivo ni siquiera es tolerado durante períodos cortos (ej. después del día 3-4 de cultivo). Las 

razones ya han sido comentadas en párrafos anteriores. No obstante cabe mencionar, que el 

peso al nacer puede estar influenciado por la especie, raza, toro, entre muchos otros factores. La 

oveja y el ratón parecerían ser más propensos a padecer alteraciones morfológicas 

embrionarias, anomalías fetales durante la gestación, neonatal y posnatal, cuando se utiliza 20% 

de suero en el medio de cultivo (Thompson y col., 1995, Khosla y col., 2001). Si bien el alto nivel 

de suero podría causar anomalías que originen un aumento del peso al nacer, otras alteraciones 

o disrupciones durante el periodo de cultivo (inclusive antes) podrían también desencadenar este 

problema de sobrepeso al nacer (Lawrence y Moley, 2008). También se han encontrado 

dificultades de alto peso al nacer en ovejas luego del cultivo in vitro sin suero, en presencia de 

PVA o BSA (Rooke y col., 2007, Sinclair, 2008). La literatura publicada demostraría que la 

evidencia más directa sobre el efecto negativo del suero proviene mayoritariamente de ovejas o 

ratones, las cuales tengan cierta predisposición al síndrome LOS, o de un número muy limitado 

de estudios realizados en otras especies. A esto se le suma que las revisiones suelen no 

especificar el origen del suero (fetal o adulto), tipo de suero (convencional o vaca en estro), 

procesamiento (filtración, inactivación) o momento y concentración utilizada. La suplementación 

con 5% de suero de vaca adulta al SOF permitiría una producción aceptable de blastocistos 

(>40%) morfológicamente similares a los que se desarrollan in vivo y sin la acumulación de gotas 

lipídicas y degeneración mitocondrial (Vajta y col., 2010). La criotolerancia de embriones bovinos 

cultivados en 5% de suero de vaca adulta fue comparable a la de su contraparte in vivo (Vajta y 

col., 1998). Tampoco se registraron nacimientos con animales con sobrepeso con ese nivel de 

suero durante el cultivo (Vajta y col., 2010). En los orígenes de la FIV humana, el uso de suero 

del mismo paciente era una práctica rutinaria sin consecuencias graves aparentes (Thompson y 

col., 2007). Situación contraria parece ocurrir cuando la concentración de suero aumenta por 

encima del 10% v/v en el medio de cultivo principalmente respecto de la criotolerancia del 

embrión y peso posnatal (Rizos y col., 2003). Asimismo la utilización del suero en los medios de 

vitrificación en concentraciones del 10% y 20% parece resultar beneficiosa y difícil de reemplazar 

con otros aditivos. 

 

Otro punto controversial es la decisión de renovar o no el medio de cultivo durante el período 

cultivo de manera parcial o total. Las posibles ventajas de no renovar el medio serían: i) (i) los 

embriones no sufren ninguna alteración o perturbación; ii) los factores de crecimiento endógenos 

acumulados se quedan en su lugar; iii) el estrés ambiental es relativo “bajo”; iv) menor laboreo; v) 

el costo es menor (menos placas y medios); y vi) requiere menos control de calidad. También se 
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mencionan dos posibles desventajas: i) los nutrientes esenciales no se reemplazan y ii) las 

toxinas pueden acumularse (Biggers y col., 2005, Biggers y Summers, 2008). La primera 

desventaja no debería ser un problema importante. Si se utiliza un medio de cultivo no-

secuencial para el período completo de cultivo in vitro, el suministro de nutrientes es sólo una 

cuestión de definir la apropiada relación volumen/embrión para garantizar el aprovisionamiento 

necesario de nutrientes (Ward y col., 2000a, Baltz y Tartia, 2010, Hoelker y col., 2010, Reed, 

2012, Wydooghe y col., 2014). La acumulación de sustancias tóxicas puede provenir de 

embriones muertos o en degradación, envejecimiento del medio, metabolismo embrionario y 

difusión de sustancias tóxicas del aceite, atmósfera o del material de la placa de cultivo. 

Parecería lógico pensar que la renovación del medio podría prevenir o minimizar la acumulación 

de sustancias toxinas (Gardner y Lane, 2002). Sin embargo, no hay datos o signos de que los 

embriones muertos o en degradación afecten el desarrollo de los embriones vecinos (Machtinger 

y Racowsky, 2012) y el remplazo de la glutamina inestable por el dipeptido estable previene la 

generación de amonio producto del metabolismo embrionario (Biggers y Summers, 2008, 

Gardner, 2008, Wale y Gardner, 2016). 

 

Otro punto fuerte de discusión se refiere a la hipótesis planteada por un investigador referida a 

que la supervivencia del embrión preimplantacional es mayor cuando el metabolismo se 

encuentra a un nivel relativamente bajo, situación que se logra reduciendo las concentraciones 

de nutrientes en los medios de cultivo y fomentando el uso de recursos endógenos (Leese, 

2002). Ciertos sistemas de cultivo in vitro incrementan la actividad metabólica y comprometen la 

capacidad de desarrollo del desarrollo debido a la formación de ROS. La reducción del 

metabolismo por agentes específicos, incluyendo oxígeno atmosférico y sustancias químicas que 

bloquean el metabolismo oxidativo, mejorarían el desarrollo embrionario (Gardner, 2008). En los 

ovarios y oviductos la temperatura pareciera ser más fría en comparación con los tejidos 

circundantes, y la diferencia sería mayor alrededor del momento de ovulación (Hunter, 2012b). 

Como consecuencia probable de este enfriamiento sería una disminución del metabolismo 

embrionario y posiblemente una mejora en la calidad del embrión. Sin embargo, esta teoría o 

hipótesis del "embrión tranquilo" ha sido cuestionada por publicaciones que muestran que cierto 

nivel de estrés sobre el embrión podría resultar beneficioso (Pribenszky y col., 2012). La 

argumentación sería que el estrés de magnitud variable, sin control y continuo, puede causar 

daños graves y debería evitarse. Sin embargo, bajo determinadas circunstancias, una acción 

estresante, bien definida y correctamente aplicada puede ayudar a los gametos y embriones a 
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aumentar su tolerancia a otras tensiones, incluyendo las manipulaciones durante los 

procedimientos de laboratorio, cambios de temperatura y pH y el congelamiento, entre otras.  

 

Según las estadísticas anuales presentadas por la IETS, en los últimos años, más de 350.000 

embriones bovinos producidos in vitro fueron transferidos en todo el mundo. Del total de 

embriones transferidos, alrededor del 80% fueron transferidos frescos (ver Tabla 10). Esto refleja 

el hecho de que los embriones producidos in vitro tienen menor criotolerancia que los originados 

in vivo. Inicialmente, la cantidad de embriones congelados transferidos era prácticamente similar 

a los embriones frescos. Esta situación estaría ligada al uso de co-cultivo. En tanto, en los último 

años (2014-2015) se registró nuevamente un aumento en la cantidad de embriones congelados 

transferibles, posiblemente debido al uso medios de cultivo sin (o bajo) suero fetal y con aditivos 

específicos, promotores de la calidad embrionaria.  

 

Tabla 10: Transferencias de embriones PIVE (frescos y congelados) bovinos registrados por la 

International Embryo Transfer Society a nivel mundial (IETS, http://www.iets.org/comm_data.asp) 

Año 
Embriones 

Producidos 

Embriones 

Transferidos 

Transferidos 

Frescos 

Transferidos 

Congelados 

Relación 

Fresco:Congelado 

1997 41.632 30.569 12.018 18.551 39% 

1998 85.026 31.327 16.269 15.058 52% 

2000 168.169 168.169 140.272 27.897 83% 

2001 109.205 30.260 15.379 14.881 51% 

2002 160.695 83.329 66.951 16.378 80% 

2003 341.748 106.220 91.372 14.848 86% 

2004 319.086 239.823 128.961 110.862 54% 

2005 330.647 265.991 183.477 82.514 69% 

2006 441.364 291.845 226.077 65.768 77% 

2007 434.581 245.257 215.512 29.745 88% 

2008 330.953 254.714 227.800 26.914 89% 

2009 376.576 305.949 283.188 22.761 93% 

2010 450.149 339.685 315.715 23.970 93% 

2011 453.471 373.869 343.927 29.942 92% 

2012 443.533 385.471 348.868 36.603 91% 

2013 517.587 393.625 358.440 35.185 91% 

2014 590.359 364.727 296.666 68.061 81% 

2015 612.709 404.173 304.946 99.227 75% 

http://www.iets.org/comm_data.asp
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Total 6.039.321 4.315.003 3.575.838 739.165 83% 

 

Los suplementos biológicos, tales como el suero o la albúmina sérica bovina, se utilizan 

comúnmente en los medios de cultivo para mejorar las condiciones sub-óptimas. Sin embargo, 

se observa un efecto dual, ya que el suero aumenta el número de blastocistos que se 

desarrollan, pero altera su metabolismo y expresión génica (Rizos y col., 2003). Estos cambios 

están asociados a la baja tolerancia al congelamiento (Rizos y col., 2002c, Rizos y col., 2008), 

morfología ultraestructural (Fair y col., 2001b), número de células embrionarias (Trigal y col., 

2011), expresión génica (Rizos y col., 2002b, Wrenzycki y col., 2007) y a efectos negativos a 

largo plazo, como el LOS (Lazzari y col., 2002). Cuando los cigotos bovinos provenientes de 

IVM-FIV se cultivan in vivo, por ejemplo en el oviducto de oveja o coneja, se logra restaurar la 

facultad de criotolerancia y normalidad en la expresión génica (Pugh y col., 2001, Rizos y col., 

2008, Lazzari y col., 2010, Rizos y col., 2010). El efecto de las condiciones de cultivo, ya sea in 

vitro o in vivo, sobre el embrión, la activación del genoma embrionario y su transcriptoma tiene 

alta significancia e impacto en su desarrollo pre y post implantacional (Gad y col., 2012, Coy y 

Yanagimachi, 2015). El oviducto es el sitio donde se produce la fertilización y el desarrollo 

embrionario temprano (Hunter, 2005, Aviles y col., 2010, Coy y col., 2012, Hunter, 2012a). En el 

oviducto se producen eventos críticos, como almacenamiento de espermatozoides, capacitación, 

liberación y transporte de espermatozoides, maduración final del ovocito, fertilización, desarrollo 

embrionario temprano y transporte embrionario al útero (Aguilar y Reyley, 2005). El ambiente 

oviductal está compuesto principalmente por secreciones de las células epiteliales del oviducto y 

componentes del plasma sanguíneo (Leese, 1988, Ellington, 1991, Leese y col., 2001). El uso de 

células epiteliales de oviducto bovino (BOEC) fue un avance importante en el cultivo in vitro de 

embriones bovinos (Gandolfi y Moor, 1987), mostrando efectos positivos sobre el desarrollo y la 

calidad del embrión (Cordova y col., 2014, Schmaltz-Panneau y col., 2015, Lopera-Vasquez y 

col., 2016). Recientemente, se publicó que las células oviductales modifican su transcripción en 

presencia de embriones en desarrollo, demostrando que el co-cultivo BOEC puede ser un 

modelo adecuado para estudiar la compleja comunicación embrión-endometrio en la especie 

bovina (Ulbrich y col., 2010, Besenfelder y col., 2012, Schmaltz-Panneau y col., 2014, Maillo y 

col., 2016). La composición del líquido oviductal es compleja, contiene carbohidratos, iones, 

lípidos, fosfolípidos y proteínas simples y complejas (Aviles y col., 2010). Algunos de estos 

componentes son sustratos metabólicos, tales como lactato, piruvato, aminoácidos y glucosa, 

cuyas concentraciones difieren de las presentes en el líquido uterino y en el suero (Leese y col., 

2008b). Las secreciones oviductales (oviductinas, osteopontina, glicodelinas y lactoferrina, entre 



125 
 

otras) afectan la función del ovocito y los espermatozoides (Killian, 2004, Killian, 2011, Coy y 

col., 2012, Mondejar y col., 2013, Ghersevich y col., 2015, Maillo y col., 2016). Se ha observado 

que éstas secreciones pueden modificar la zona pelúcida y la ocurrencia de polispermia (Coy y 

col., 2008a, Coy y col., 2012) y podrían aumentar la tasa de clivaje y formación de blastocistos 

(Lloyd y col., 2009). Por el contrario, en el bovino, la exposición del ovocito al fluido oviductal 

antes de la fecundación no tuvo efecto sobre el desarrollo embrionario y las características 

morfológicas de los blastocistos producidos, pero sí a nivel transcripcional (Cebrian-Serrano y 

col., 2013). Es claro entonces que existe una necesidad de mejorar las condiciones de cultivo y 

adaptar estrategias basadas en las condiciones existentes “in vivo” para mejorar el desarrollo 

embrionario. Hasta el momento, la investigación publicada se ha centrado principalmente en 

mostrar las diferencias de calidad entre blastocistos in vitro y sus homólogos in vivo. Los 

estudios que utilizaron el "oviducto" como plataforma de cultivo de embriones mostraron el nivel 

sub-óptimo del sistema actual de cultivo in vitro y lo señalan como principal responsable de la 

baja tolerancia a la criopreservación (Rizos y col., 2010). La suplementación con fluido oviductal 

a bajas concentraciones como sustituto del suero durante el cultivo de embriones, puede 

provocar un aumento en las tasas de desarrollo y mejorar calidad de los embriones en términos 

de supervivencia post congelado y los patrones de expresión génica (Lopera-Vasquez 2015). 

Las secreciones embriotróficas del oviducto (Bavister, 1988, Abe y Hoshi, 1997) podrían mejorar 

la calidad del embrión medida por el número total de células del blastocisto, MCI y la relación 

MCI:TE, siendo éste un índice importante de supervivencia del embrión post descongelado y 

correlacionado con la tasa de preñez después de la transferencia (Fleming y col., 2004, Ealy y 

Yang, 2009). 

 

La mayoría de los medios utilizados para el cultivo de embriones in vitro bovinos (Gardner y col., 

1994, Thompson y col., 1998, Holm y col., 1999) se han diseñado en base al sustrato de iones, 

fuentes de energía y composición de aminoácidos presentes en el fluido oviductal (Leese y col., 

2008b). Sin embargo, parecería insuficiente la sola adaptación del medio de cultivo sin optimizar 

las condiciones o ambiente de cultivo (Rizos y col., 2003, Lonergan y col., 2006, Rizos y col., 

2008, Lopera-Vasquez y col., 2016, Tkach y Thery, 2016). 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Hipótesis General 
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El aumento de espermatozoides sexados viables recuperados y la mejora en la adquisición de la 

capacidad fecundante incrementará la tasa de fertilización y desarrollo embrionario en el sistema 

de producción in vitro de embriones bovinos propuesto. 

 

2.2. Objetivos General 

 

El objetivo general de esta tesis es optimizar el uso de semen sexado en PIVE mediante la 

aplicación de nuevas estrategias para incrementar la dosis inseminante, capacidad fecundante y 

viabilidad de espermatozoides sexados.  

 

2.3. Objetivos Particulares 

 

- Incrementar el número de espermatozoides sexados viables y mejorar capacidad 

fecundante de los mismos luego de la descongelación para su utilización en fertilización in 

vitro. 

- Optimizar del proceso de producción in vitro de embriones utilizando semen sexado. 

 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. ESTUDIO 1: Comparación de diferentes medios de fecundación en un sistema de 

producción in vitro de embriones bovinos con semen sexado 

 

3.1.1. Origen de los materiales químicos 

 

Todas las sustancias químicas utilizadas en este estudio fueron adquiridas a Sigma-Aldrich 

Chemical Co. (San Luis, Missouri, USA). De usar otro proveedor, se indicará en el texto. 

 

3.1.2. Recuperación de ovocitos y maduración in vitro (IVM) 

 

Los ovarios fueron colectados durante la primavera y verano de un frigorífico (Cargill, Fresno, 

CA) y transportados al laboratorio en un contenedor térmico con solución salina a ~32°C. Los 

ovarios fueron lavados varias veces y colocados en un baño maría a 37°C con solución salina 

atemperada. Los ovocitos fueron aspirados de folículos antrales de entre 2 a 6 mm utilizando 

agujas pericraneales 21G conectadas a un sistema de vacío. La presión de aspiración fue 

ajustada para lograr un flujo de 15 mL/min. Los complejos cúmulos-ovocitos (COCs) conteniendo 
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varias capas de células de cumulo compactas fueron seleccionadas y madurados en grupos de 

50, en 400 µl de medio M199 (pH= 7.35, 290 mOsm) suplementado con ALA-glutamine (0.1 

mM), piruvato sódico (0.2 mM), gentamicina (5 µg mL-1), EGF (50 ng mL-1), oFSH (50 ng mL-1), 

bLH (3 µg mL-1), cysteamina (0.1 mM), y 10% FBS (Hyclone). La IVM fue llevada a cabo durante 

22-24 h en una atmosfera humidificada de 5% CO2 en aire a 38.5°C.  

 

3.1.3. Fecundación in vitro (FIV) 

 

La fecundación (Día 0) fue realizada utilizando semen sexado hembra (Genex Cooperative, Inc., 

Shawano, WI). Las pajuelas de semen fueron descongeladas a 37°C por 45 segundos. El 

contenido de las pajuelas fue colocado en un gradiente de densidad discontinuo 80%/40% 

(PureSperm, Spectrum Technologies, Healdsburg, CA) y centrifugado a 700g por 15 min a 

temperatura ambiente. Una segunda centrifugación (300g por 5 min) fue realizada luego de 

descartar el sobrenadante y el pellet resuspendido en TALP-Sperm (pH= 7.4, 295 mOsm). 

Grupos de 15-20 COCs expandidos fueron lavados dos veces y ubicados en 50 µl de medio de 

fecundación bajo aceite mineral. Los espermatozoides fueron adicionados a cada gota a una 

concentración final de 1 x 106 mL-1. Todos los medios de fecundación fueron suplementados con 

BSA (libre de ácidos grasos, 6 mg mL-1), fructosa (90 µg mL-1), penicilamina (3 µg mL-1), 

hipotaurina (11 µg mL-1) y heparina (20 µg mL-1). Los ovocitos fueron co-incubados con los 

espermatozoides por 16-18 h a 38.5°C en una atmosfera humedecida con 5% CO2 en aire. 

 

3.1.4. Cultivo de embriones in vitro (IVC) 

 

Luego de 18 h, los presuntos cigotos fueron mecánicamente desnudados mediante una pipeta 

con una punta plástica de 170 µm (Research Instruments Ltd, Cornwall, United Kingdom) y 

cultivados en grupos de 15-20, en gotas de 50 µL en KSOMaa (Evolve ZEBV-100, Zenith 

Biotech, pH= 7.4, 275 mOsm) (Biggers y col., 2000), suplementados con 4 mg mL-1de BSA, bajo 

aceite mineral por 9 días. En el día 3, se agregó 3% FBS. Las condiciones de cultivo fueron de 

38.5°C en una atmosfera humedecida con 5% CO2, 5% O2, y 90% N2. La tensión de oxígeno 

fue reducida durante IVC para incrementar la tasa de desarrollo embrionario a estadio de 

blastocitos (Nakao y Nakatsuji, 1990, Thompson y col., 1990, Voelkel y Hu, 1992). En el día 7 y 

9, blastocitos (BL) y embriones eclosionados respectivamente, fueron evaluados 

morfológicamente de acuerdo a los estándares de la International Embryo Transfer Society 

(Stringfellow y col., 2010). 
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3.1.5. Determinación de la masa celular interna (ICM) y número de células trofoblásticas (CT) 

en blastocitos 

 

En el día 7 los blastocitos fueron teñidos mediante inmunofluorescencia con marcadores 

celulares para ICM y CT (Goissis y Cibelli, 2014). Brevemente, después de lavarlos 3 veces en 

PBS-PVA (1 mg mL-1 PVA), los BLs fueron fijados en formaldehido al 4% por 10 min, luego 

lavados en PBS/PVA cinco veces y almacenados a 4°C en PBS/PVA durante aproximadamente 

una semana). Los BLs fueron permeabilizados con D-PBS al 1% v/v Triton X-100 por 30 min a 

temperatura ambiente y luego bloqueados con D-PBS con 0.1% Triton X-100, 1% BSA y 10% de 

suero normal de burro por 2 h. Los embriones fueron entonces incubados durante la noche con 

anticuerpos primarios a 4°C en D-PBS con 0,1% Triton X-100 y 1% BSA. Los anticuerpos 

primarios utilizados fueron: anti-CDX2 (BioGenex AM392-5M) y anti-SOX2 (BioGenex AN579-

5M). Después de seis lavados con D-PBS conteniendo 0.1% v/v Triton X-100, los embriones 

fueron incubados con anticuerpos secundarios: burro anti-ratón Alexa Flour 568 (A10037) y burro 

anti-conejo Alexa Flour 488 (A21206, Life Technologies) por 1 h a temperatura ambiente. El ADN 

fue teñido con Hoechst 33342. Luego de teñirlos, los embriones fueron montados en una gota de 

solución anti-decolorante (ProLong Gold, Invitrogen) y cubiertas con un cubreobjeto. Se tomaron 

imágenes usando una Olympus FV1000 Laser Scanning Confocal a una magnificación de 40X 

con paso de 1 µm. El número de núcleos de MCI y CT fueron contados mediante el programa 

NIH Image J (v.1.40). 

 

3.1.6. Diseño experimental 

 

Para examinar los efectos de diferentes medios de fertilización en el desarrollo embrionario, 

calidad embrionaria, capacidad de eclosión, número total de células y ubicación, los COCs 

fueron fecundados en M199-FERT (Gibco 11043-023), SOF-FERT (Tervit y col., 1972a) y TALP-

FERT (Parrish y col., 1986). Los componentes principales de cada medio de fecundación están 

especificados en la Tabla 11. Semen sexado hembra de tres toros diferentes fue utilizado para 

fecundar los COCs los cuales fueron asignados al azar a los medios de fecundación en cada 

sesión de FIV. En cada sesión de FIV, un único toro fue utilizado con todos los medios de 

fecundación. Cada combinación de medio de fecundación y toro SS fue repetida tres veces. Por 

cada replica, ovocitos (día -1), clivaje (día 3), BL y calidad (día 7) y tasa de eclosión (día 9) 
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fueron registrados. Muestras independientes fueron producidas utilizando el mismo protocolo 

para producir embriones para conteo de células de MCI y CT. 

 

Tabla 11: Componentes de los medios de fecundación in vitro (en mM, a menos que se indique 

lo contrario) 

Componente M199-FERT SOF-FERT TALP-FERT 

NaCl 117,24 107,7 114 

KCl 5,33 7,16 3,2 

KH2PO4 - 1,19 - 

NaH2PO4 1,01 - 0,40 

MgCl26H2O - 0,49 0,5 

MgSO47H2O 0,814 - - 

CaCl22H2O 1,8 1,17 2,0 

NaHCO3 26,19 25,0 25,0 

Glutathione 0,000163 - - 

Lactato de sodio - 5,3 10 

L-Ácido ascórbico 0,000284 - - 

L-Glutamina 0,685 - - 

Glucosa 5,6 - - 

Aminoácidos (presencia) SI NO NO 

Vitaminas (presencia) SI NO NO 

Gentamicina 5 μg/ml 5 μg/ml 5 μg/ml 

Piruvato de sodio 0,2 0,2 0,2 

Fructosa 0,5 0,5 0,5 

Heparina 20 μg/ml 20 μg/ml 20 μg/ml 

BSA-FAF 6 mg/ml 6 mg/ml 6 mg/ml 

pH (ajustado) 7,4 7,4 7,4 

Osmolaridad (mOsm) 292 289 298 

 

3.1.7. Análisis estadístico 

 

Los datos fueron analizados usando un modelo general lineal a efectos mixtos con distribuciones 

binomiales logit-link o distribuciones Poisson log-link de manera de considerar el diseño 
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experimental completo y limitantes técnicas. Se utilizó el paquete estadístico InfoStat (versión 

2011) (Di Rienzo y col., 2015) y R (Team, 2015) para la estimación del modelo, comenzando con 

la predicción lineal máxima (η) para cada variable de interés (clivaje, blastocitos, eclosión, 

macizo celular interno y células del trofectodermo): 

ηijk = µ + αi + βj + αi × βj + bk + bk × αi 
Donde el predictor lineal η ijk modela como efecto fijo con un media general (µ), la distribución del 

i-th medio de fertilización (α i), el j-th efecto del toro (β j) y el término de la interacción (α i x β j), 

mientras que el efecto aleatorio considera el k-th día bk∼N(0, σd2) contribución a la intercepta y 

la interacción día con el medio de fertilización bk x α i∼N(0, Σ). Una prueba de verosimilitud fue 

utilizada para la selección del modelo para las diferentes variables medidas. 

 

La significancia de la diferencia en la media de los tratamientos fue determinada usando el test 

de la mínima diferencia significativa de Fisher (LSD) con corrección de Bonferroni por cada 

modelo ajustado. La significancia en todos los test fue determinada utilizando un valor p < 0,05 

(por ejemplo, error tipo I fue determinado a α = 0,05). 

 

3.2. ESTUDIO 2: Efecto de factores hiperactivadores de la motilidad espermática y duración de 

la co-incubación de gametas sobre el desarrollo de embriones bovinos producidos in vitro 

utilizando semen sexado 

 

3.2.1. Origen de los materiales químicos 

 

Todos los productos químicos utilizados en este estudio fueron adquiridos a Sigma-Aldrich 

Chemical Co. (St. Louis, MO, USA); caso contario, se aclara en el texto.  

 

3.2.2. Recuperación de ovocitos y maduración in vitro (IVM) 

 

Los ovarios fueron colectados en un frigorífico cercano (Cargill, Fresno, CA, USA) y 

transportados al laboratorio en recipientes térmicos rellenos con solución salina a una 

temperatura de ~32°C. Los ovarios se lavaron varias veces y se colocaron en un baño maría a 

37°C, en solución salina, para la aspiración de los folículos. Los ovocitos fueron aspirados de 

folículos antrales de 2 a 6 utilizando una aguja butterfly 21 G conectada a una bomba de vacío. 

Los complejos cumulos-ovocitos (COCs) conteniendo varias capas de células completas y 
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compactas fueron seleccionadas y maduradas en grupos de 50 COCs en 400 µl de medio M199 

suplementado con ALA-glutamina (0,1 mM), piruvato de sodio (0,2 mM), gentamicina (5 µg/mL), 

EGF (50 ng/mL), oFSH (50 ng/mL), bLH (3 ug/mL), cisteamina (0,1 mM), y 10% de suero fetal 

bovino (FBS; Hyclone, GE Healthcare, South Logan, UT, USA). La IVM se realizó por 22-24 hs 

en una atmósfera humidificada con 5% de CO2 en aire a 38,5°C.  

 

3.2.3. Fecundación in vitro (FIV) 

 

La fecundación (Día 0) se llevó a cabo utilizando semen sexado hembra congelado (Genex 

Cooperative, Shawano, WI, USA). Las pajuelas fueron descongeladas a 37°C por 45 segundos y 

el contenido recuperado fue colocado sobre un gradiente de densidad discontinuo 80%/40% 

(PureSperm; Spectrum Technologies, Healdsburg, CA, USA). La centrifugación (700 ×g por 15 

min) se realizó a temperatura ambiente. Una segunda centrifugación (300 ×g por 5 min) se llevó 

a cabo después de descartar el sobrenadante y re-suspender nuevamente el pellet en TALP-

Sperm (pH= 7,4, 295 mOsm) (Parrish y col., 1986, Parrish y col., 1988). Grupos maduros de 15-

20 COCs fueron lavados dos veces y colocados en 50 µL de medio de fecundación. La 

concentración final de espermatozoides fue ajustada a 1x106 espermatozoides/mL mediante un 

hemocitómetro. El medio de fecundación fue suplementado con BSA (libre de ácidos grasos, 6 

mg/mL), fructosa (90 µg/mL), penicilamina (3 µg/mL), hipotaurina (11 µg/mL) y heparina (20 

µg/mL) (Ferré y col., 2016). Los ovocitos fueron co-incubados con los espermatozoides a 38,5°C 

en una atmosfera humidificada con 5% CO2 en aire. 

 

3.2.4. Evaluación del estatus nuclear de los presuntos cigotos 

 

Luego de FIV, los presuntos cigotos fueron desnudados mecánicamente mediante micro-pipeta y 

lavados tres veces en SOF-Hepes. Luego, un mínimo de 10 cigotos fueron colectados al azar de 

cada tratamiento y fijados para evaluar polispermia (Experimento 1, n = 580; Experimento 2, n = 

720). Los presuntos cigotos seleccionados fueron lavarlos 3 veces en PBS-PVA (1 mg/mL), 

fijados en formaldehido al 4% por 10 min y luego nuevamente lavados en PBS-PVA cinco veces. 

La tinción del núcleo se realizó utilizando 100 µg/mL Hoechst (33342) por 10 min, 3 lavados con 

PBS-PVA y luego montados en portaobjetos. Las muestras fueron examinadas y clasificadas 

utilizando un microscopio epiflourencente con 400X de aumento. Los cigotos con dos pronúcleos 

(PN-2) fueron considerados como si hubiesen sido fecundados normalmente, mientras que 

aquellos con tres o más pronúcleos (PN-3) fueron considerados como polispermicos. 
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3.2.5. Cultivo de embriones (IVC) 

 

Los presuntos cigotos fueron desnudados mecánicamente mediante pipeteo rápido y constante a 

través de un tip de 170 µm de diámetro interno (Research Instruments Ltd., Cornwall, United 

Kingdom) y cultivados en grupos de 15-20 en gotas de 50 µL de medio optimizado simple de 

potasio suplementado con aminoácidos (KSOMaa, pH= 7,4, 275 mOsm) (Evolve ZEBV-100, 

Zenith Biotech, Guilford, CT, USA) por 9 días (Biggers y col., 2000). En el día 3 de cultivo, 3% v/v 

de FBS fue agregado. Las condiciones de cultivo fueron 38,5 °C en una atmosfera humidificada 

con 5% CO2, 5% O2, y 90% N2. En el día 7 y 9, se evaluaron morfológicamente blastocitos (BL) 

y embriones eclosionados respectivamente, de acuerdo a los estándares de la International 

Embryo Transfer Society (Stringfellow y col., 2010). 

 

3.2.6. Diseño experimental 

 

Experimento 1: Efecto de diferentes factores hiperactivadores de la motilidad espermática sobre 

el desarrollo embrionario in vitro  

 

Para examinar el efecto de diferentes factores hiperactivadores de la motilidad espermática 

sobre la tasa de clivaje, desarrollo embrionario, calidad embrionaria y capacidad de eclosión, el 

semen sexado fue incubado por 30 min en TALP-Sperm antes de la fecundación con alguno de 

los siguientes factores: cafeína 10 mM (CA), teofilina 5 mM (TH), cafeína 10 mM y teofilina 5 mM 

(CA+TH) y sin tratar (Control). Después de la incubación, el semen fue centrifugado para 

concentrar los espermatozoides (300 ×g por 5 min). El sobrenadante fue descartado y el pellet 

fue re-suspendido nuevamente con el medio de fecundación final. Todos los ovocitos maduros 

fueron fecundados utilizando fluido oviductal sintético modificado SOF-FERT (Tervit y col., 

1972b) por 18 hs. La formulación final del SOF-FERT fue: 107,7 mM NaCl, 7,16 mM KCl, 1,19 

mM KH2PO4, 0,49 mM, MgCl2, 1,17 mM CaCl2, 5,3 mM lactato de sodio, 25,07 mM NaHCO3, 

0,20 mM piruvato de sodio, 0,5 mM fructosa, 5 μg/mL gentamicina, 20 μg/mL heparina, 6 mg/mL 

BSA libre de ácidos grasos esenciales. Semen sexado portando cromosomas X de tres toros fue 

utilizado para fecundar los COCs. Se realizaron tres repeticiones de cada factor de 

hiperactivación de la motilidad y toro. 
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Experimento 2: Comparación entre tiempo de co-incubación FIV corto y largo, utilizando dos 

medios de fecundación sobre el desarrollo de embriones bovinos producidos in vitro. 

 

Después de la maduración, los ovocitos fueron divididos al azar en cuatro grupos de acuerdo al 

medio de fecundación (M199-FERT y SOF-FERT) y al tiempo de co-incubación de los ovocitos y 

espermatozoides (8 hs y 18 hs). Los grupos, M199:8 (n= 1,140), M199:18 (n= 1,140), SOF:8 (n= 

1,190) y SOF:18 (n= 1,280) fueron suplementados con el factor hiperactivante de la motilidad 

espermática que produzca el mejor resultado del experimento previo. Los principales 

componentes de cada medio de fecundación se muestran en la Tabla 12. Semen sexado 

hembra de tres toros fueron utilizados para fecundar los COCs. Cuatro repeticiones fueron 

realizadas para todos los tratamientos y toros. 

 

Tabla 12: Componentes de los medios de fecundación in vitro M199-FERT y SOF-FERT (en mM, 

caso contrario se indican las unidades) 

Componente M199-FERT (Gibco 11043-023) SOF-FERT (Tervit y col., 1972b) 

NaCl 117,24 107,7 

KCl 5,33 7,16 

KH2PO4 - 1,19 

NaH2PO4 1,01 - 

MgCl26H2O - 0,49 

MgSO47H2O 0,814 - 

CaCl22H2O 1,8 1,17 

NaHCO3 26,19 25,0 

Glutation 0,000163 - 

Lactato sodico - 5,3 

L-ácido ascórbico 0,000284 - 

L-glutamina 0,685 - 

Glucosa 5,6 - 

Aminoácidos (presencia) SI NO 

Vitaminas (presencia) SI NO 

Gentamicina 5 μg/mL 5 μg/mL 

Na-Pyruvato 0,2 0,2 

Fructosa 0,5 0,5 
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Heparina 20 μg/mL 20 μg/mL 

BSA-FAF 6 mg/mL 6 mg/mL 

pH (ajustado) 7,4 7,4 

Osmolaridad (mOsm) 290-300 280-290 

 

3.2.7. Análisis estadístico 

 

Los datos fueron analizados utilizando un modelo linear generalizado a efectos mixtos con 

distribución binomial logit-link para poder considerar el diseño experimental completo y 

restricciones técnicas. Los paquetes para el análisis estadístico InfoStat (version 2011) (Di 

Rienzo y col., 2015) y R (Team, 2015) fueron utilizados para la estimación del modelo 

comenzando con el predictor lineal máximo (η) para cada variable de interés (clivaje, cantidad 

total de blastocitos y grado, eclosión y polispermia) de acuerdo al modelo experimental: 

 ηijkl = µ + τi + bj + d? (Experimento 1) 

 ηmnkl = µ + αm + βn + αm × βn + (1 + αm + βn + αm × βn) ×
dk(Experimento 2) 

 

Donde el predictor lineal η ijkl a efectos fijos con una media general (µ), la contribución del i-th 

tratamiento del activador de la motilidad (τ i), mientras que el efecto aleatorio de la intercepta 

considera el j-th toro bj∼N(0, σb2) y día dk∼N(0, σd2) para la l-th repetición para el Experimento 

1. Por el contrario, el predictor lineal ηmnkl del Experimento 2 fue modelado usando los efectos 

fijos con una media general (µ), el efecto del m-th medio de fecundación (αm), el n-th tiempo de 

co-incubación ovocito esperma (βn) y la interacción (αm x βn), mientras que los efectos 

aleatorios consideraron el k-th día dk∼N(0, Σ) conjuntamente estimado para la intercepta, 

interacción doble y triple (1+ αm + βn + αm x βn) x dk respectivamente.  

 

El modelo a efectos fijos fue realizado mediante análisis de varianza tipo III (ANOVA), con suma 

de cuadrados utilizando un valor p<0,05 y un test de verosimilitud para la selección del modelo, 

siguiendo criterio de parsimonia, i.e., obtener el modelo más simple que explique los datos. Las 

validaciones de las asunciones del modelo final fueron realizadas utilizando cuantil-cuantil y 

desvíos versus valores predichos.  
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Resultados del modelo a efectos fijos se presentan como una proporción de la media ± error 

estándar para los hiperactivadores de la motilidad (Experimento 1), tiempo, medio de 

fecundación y la interacción entre el tiempo y medio de fecundación (Experimento 2). Sólo los 

términos significativos fueron usados para reportar los resultados, i.e., en algunos modelos el 

resultado de los tratamientos fue similar. Por ejemplo, si en el Experimento 1 no hubo 

contribución del tratamiento del activador de motilidad, solo mantiene la media general, por lo 

tanto la proporción es exactamente la misma sin importar que activador fuera utilizado. Sin 

embargo, si hubiera términos significativos, se determinó luego las diferencias en las 

proporciones utilizando el test de la mínima diferencia significativa de Fisher (LSD) con la 

corrección de Bonferroni. Las diferencias fueron consideradas estadísticamente significativas con 

un nivel de confidencia del 95% (P < 0,05) o con una tendencia al nivel de 90% (P < 0,1), y los 

resultados fueron presentados como superíndice y/o asteriscos para cada grupo, 

respectivamente. 

 

3.3. ESTUDIO 3: Efecto de diferentes configuraciones de mini-coloides de densidad en la 

eficiencia de recuperación y calidad de espermatozoides sexados utilizando un analizador 

de semen computarizado 

 

3.3.1. Origen de los materiales químicos 

 

Todos los químicos utilizados en este estudio fueron adquiridos a Sigma-Aldrich Chemical Co. 

(St. Louis, MO, USA), a menos que se aclare otra cosa. 

 

3.3.2. Muestras de semen sexado 

 

Las muestras de semen sexado bovino criopreservado de 3 toros fueron obtenidas de un 

distribuidor comercial de semen bovino (Genex Cooperative, Inc., Shawano, WI). Las pajuelas de 

semen de cada toro se originaron de la misma partida. 

 

3.3.3. Descongelamiento de las pajuelas y procesado de los espermatozoides 

 

Las pajuelas de semen sexado fueron descongeladas a 37°C por 45s. Las pajuelas fueron 

secadas individualmente, el extremo sellado fue removido, y el contenido fue colocado en tubos 

pre-rotulados de 1,5 mL, calentados a 37°C. El contenido de las pajuelas fue bien 
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homogeneizado y se midió el volumen. Dos muestras fueron usadas para determinar la 

concentración total de espermatozoides y su viabilidad (NucleoCounter® SP-100™ Sperm Cell 

Counter, ChemoMetec, Allerod, Denmark). Alícuotas de cada toro fueron procesadas de acuerdo 

a las instrucciones del fabricante (Januskauskas y col., 1999). Para la concentración de 

espermatozoides, una alícuota de 5 µl de cada toro fue diluida con 500 µl del reactivo S100 y, 

después de mezclar, fue colocado en un cassette conteniendo ioduro de propidio (Abraham y 

col., 2016). El cassette fue insertado en el detector fluorescente y el número total de células de la 

muestra (T, x106 cells/mL) registrado.  

 

La recuperación de espermatozoides (%) fue calculada usando la siguiente ecuación (1): 

 

Recuperación de espermatozoides (%)  = Concentración Final × Volumen Final
Concentración Inicial × Volumen Inicial × 100

 (1) 

 

Para determinar la viabilidad, una alícuota extra de 5 µl de cada toro fue diluida con una solución 

buffer fosfato (500 µl), pH 7,1, provista por el mismo fabricante (Chemometec, Denmark), antes 

de colocarlo en otro cassette e insertarlo en el detector fluorescente. Esta vez el instrumento 

reportó el número de células no viables (N, x106 cells/mL). La viabilidad fue determinada 

sustrayendo las células no viables del número total de células (T-N), y expresando el resultado 

como porcentaje. Otra muestra fue colocada en un sistema analizador de espermatozoides 

computarizado (CASA) (Hamilton-Thorne IVOS, Beverly, MA, USA). El resto de la muestra fue 

depositada sobre la columna de densidad (PureSperm®, Spectrum Technologies, Healdsburg, 

CA, USA) para su centrifugación (700xg por 15 min) a temperatura ambiente. Una segunda 

centrifugación (300xg por 5 min) fue realizada después de descartar el sobrenadante y volver a 

suspender los espermatozoides en TALP-Sperm (pH= 7,4, 295 mOsm) (Parrish y col., 1985, 

Parrish y col., 1986). Luego, se midió el volumen del pellet junto con la concentración total y la 

viabilidad de los espermatozoides, de manera de poder calcular la tasa de recuperación y de 

viabilidad. El pellet final fue nuevamente resuspendido suavemente, pipeteando manualmente en 

100 µl de fluido oviductal sintético modificado SOF-FERT (Tervit y col., 1972a) e incubado a 

38,5°C en atmosfera humidificada al 5% CO2 en aire. La formulación final de SOF-FERT fue la 

siguiente: 107,7 mM NaCl, 7,16 mM KCl, 1,19 mM KH2PO4, 0,49 mM, MgCl2, 1,17 mM CaCl2, 

5,3 mM lactato de sodio, 25,07 mM NaHCO3, 0,20 mM piruvato de sodio, 0,5 mM fructosa, 5 
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μg/mL gentamicina, 20 μg/mL heparina, penicilamina (3 µg/mL), hipotaurina (11 µg/mL) and 6 

mg/mL albumina sérica bovina libre de ácidos grasos esenciales. 

 

3.3.4. Análisis de la motilidad espermática asistido por computadora (CASA) 

 

La evaluación de la motilidad espermática y los parámetros relacionados fue realizada utilizando 

el análisis de espermatozoides computarizado (CASA) que permite una evaluación objetiva de 

diferentes características de las células (Mortimer, 2000b, Verstegen y col., 2002, Amann y 

Waberski, 2014, Lu y col., 2014). Muestras de espermatozoides fueron analizados mediante 

CASA de acuerdo a las siguientes recomendaciones del fabricante equipamiento y en Lenz et al. 

(2011): captura de imagen, cuadros por segundo = 60, número de imágenes = 30; detección de 

células, contraste mínimo = 50, tamaño mínimo de célula = 5; valores por defecto, tamaño de la 

célula = 5, intensidad de la célula = 50; células progresivas, velocidad de trayectoria = 50 µm/s, 

rectitud ≥70%, células lentas (μm/s); velocidad promedio de trayectoria (VAP, <30 µm/s), 

velocidad en línea recta (VSL, <15 µm/s). Las variables de motilidad medidas con el sistema 

CASA fueron: porcentaje de motilidad (MOT), porcentaje motilidad progresiva (PMOT), velocidad 

promedio (VAP, µm/s), velocidad rectilínea (VSL, µm/s), velocidad curvilínea (VCL, µm/s), 

desplazamiento lateral promedio de la cabeza (ALH, µm), el número de veces que la cabeza del 

espermatozoide cruza la pasada principal (BCF, Hz), motilidad espermática en línea recta (STR, 

%), y motilidad espermática lineal (LIN, %). La temperatura fue de 37°C. 

 

La cámara precalentada de 4 compartimentos (Leja, IMV International Corp., Maple Grove, MN, 

USA) fue cargada de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Dado que los 

espermatozoides habían sido previamente teñidos con Hoechst 33342 debido al proceso de 

sexado, el sistema CASA fue programado bajo la opción óptica fluorescente IDENT. El número 

promedio de espermatozoides analizados por tratamiento fue de 361 ± 121. 

 

3.3.5. Diseño Experimental 

 

Se dispusieron las muestras de cada toro para determinar la concentración de espermatozoides 

y su viabilidad, utilizando el NucleoCounter. La concentración total de espermatozoides y análisis 

de viabilidad fueron realizados antes y después de centrifugar por los mini-coloides de densidad 

(mono-capas continuas y doble-capa discontinuo).  
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Los mini-coloides para centrifugación por densidad que fueron testeadas fueron: doble-capas 

discontinuas (45%/90%, 40%/80% y 30%/60%) y mono-capas continuas (40%, 60% y 80%). Los 

diferentes coloides de densidad se realizaron utilizando PureSperm® 100% y PureSperm® 

Buffer (PureSperm®, Spectrum Technologies, Healdsburg, CA, USA). En el caso de las doble-

capas discontinuas, 500 µl de cada densidad fue colocada cuidadosamente en un micro-tubo de 

1,5 mL. En el caso de mono-capas, 1 mL de la capa de densidad fue agregado a un micro-tubo 

de 1,5 mL. Todos los micro-tubos fueron equilibrados al menos por 15 min (<30 min) en una 

platina térmica a 37°C antes de cargar el semen. Luego de la segunda centrifugación, una 

muestra fue analizada por CASA a 0, 2, 4, 6, 8 y 18 hs. Una muestra de semen sexado 

descongelado de cada toro no fue centrifugada, pero mantenida y evaluada de la misma manera 

que las muestras centrifugadas y tratadas. 

 

3.3.6. Análisis Estadístico 

 

El análisis estadístico fue realizado utilizando el paquete estadístico InfoStat versión 2015 (Di 

Rienzo y col., 2015), junto con el paquete R versión 3.2.3 (Team, 2015). Para considerar el 

diseño experimental completo y las restricciones técnicas, modelos independientes lineales a 

efectos mixtos fueron estimados. Brevemente, los efectos fijos fueron: la contribución promedio 

global (µ) de la variable de producción correspondiente; la i-th capa de densidad testeada (αi por 

45%/90%, 40%/80%, 30%/60%, 40%, 60% u 80%); el j-th efecto de tiempo lineal (βj = 0, 2, 4, 6, 

8 y 18 hrs), cuadrático (γj = βj2) o de tercer grado (δj = βj3); y la interacción doble tiempo por 

densidad de centrifugación (αi x βj, αi x γj, αi x δj). Los efectos aleatorios fueron: el k-th toro bk ~ 

N(0, Iσb2), i.e., con distribución normal con medio cero y matriz de varianza (I) por el mismo 

parámetro σb2; y por el l-th error aleatorio de la repetición biológica g(ε)ijkl el cual fue modelado 

como errores independientes g(ε)ijkl = I(ε)ijkl = ε ijkl ~ N(0, Iσε2) o errores dependientes cuando la 

falta de heterocedasticidad fue corregida usando una función de variancia exponencial del 

tiempo agrupado por toro, i.e., g1(ε)ijkl = varExp(Time|Bull)ijkl o una función de variancia 

constante por toro, formalmente, g2(ε)ijkl = varIdent(~1|Bull)ijkl. Utilizando las anotaciones antes 

citadas, los datos de diferentes experimentos (yijkl) fueron modelados comenzando con el modelo 

máximo de la ecuación (2): 

 

????? = ? + ?? + ?? + ?? + ?? + ?? × ?? + ?? × ?? + ?? × ?? + ?? + ?(?)????   (2) 
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La selección del modelo fue realizada utilizando la retro eliminación sobre un test de resultados de 

verosimilitud, criterio de información Akaike y Bayes bajo el criterio de parsimonia. Las asunciones 

correspondientes al modelo fueron verificadas utilizando los residuales versus valores predichos 

y con gráficos Q-Q. Cuando fue requerido, valores atípicos fueron removidos y estimados 

nuevamente por el modelo. El modelo final utilizó el test marginal de hipótesis con suma de 

cuadrados tipo III para efectos fijos. El análisis a posteriori incluyó la mínima diferencia 

significativa de Fisher’s (LSD) usando valore p ajustados de Bonferroni para cada periodo de 

tiempo o efecto principal. Todos los test estadísticos, excepto si se aclara otra cosa, fueron a 

ambos lados, con un corte al 0,05 de significancia estadística. El modelo final ajustado para la 

recuperación y viabilidad utilizó la ecuación (3), mientras que para las variables CASA fueron 

modeladas por la ecuación (4) excepto para BCF que tuvo una diferente estructura de 

covarianza (5). 

 

????? = ? + ?? + ?? + ?? + ?????       (3) 

????? = ? + ?? + ?? + ?? + ?? + ?? × ?? + ?? × ?? + ?? × ?? + ?? + ?1(?)????  (4) 

????? = ? + ?? + ?? + ?? + ?? + ?? × ?? + ?? × ?? + ?? × ?? + ?? + ?2(?)????  (5) 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1. ESTUDIO 1: Comparación de diferentes medios de fecundación en un sistema de 

producción in vitro de embriones bovinos con semen sexado 

 

Efectos del modelo para las diferentes variables medidas se muestran en la Tabla 13. Los 

resultados sugieren que la selección del modelo no es un asunto menor, resultando que no se 

puede utilizar un mismo modelo a través de los diferentes estadios. La proporción de blastocitos 

y tasa de eclosión incluyen el medio como efecto fijo y día como aleatorio, mientras que MCI y 

CT necesitan considerar toro y su interacción con el medio como efecto fijo para modelar 

apropiadamente los datos colectados.  

 

Tabla 13: Valor p del test de verosimilitud para efectos lineales para los predictores 

seleccionados 

Distribución Binomial Poisson 

Modelo 

Cl
iv

aj
e Blastocitos 

Ec
lo

sió
n 

IC
M

 

TE
 Número 
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To
ta

l 

I II III
 

IC
M

 

TE
 

To
ta

l 

Medio (α) a a a e a a a a a a a 

Toro (β) e  c  b  c c e a d 

Medio x Toro 

(α x β) 
c      a a a   

Día (b) a a a  a a a a a a a 

Medio x Día 

(α x b) 
 a        a a 

a<0,001; b<0,01; c<0,05; d<0,1; e<1; Clivaje y proporción total de BL son considerados con respecto al 

número de ovocitos mientras eclosión es comparado con blastocitos totales. Columnas I, II y III denotan 

grado de calidad de BL. 

 

En la Tabla 14 se muestran los valores de clivaje, tasa de BL, calidad de los BL desarrollos, y 

tasa de eclosión para los 3 diferentes medios de fecundación. Se encontraron diferencias 

significativas entre M199-FERT y SOF-FERT/TALP-FERT en clivaje, total de blastocitos, BL 

grado 1 y 3, y la tasa de eclosión. La tasa de blastocitos grado 2 no difirieron significativamente 

diferentes (P > 0,05) entre los medios de fecundación utilizados. 

 

Tabla 14: Producción de embriones luego de la fecundación con semen sexado hembra. 

Datos ajustados por el modelo están expresados como proporción de la media ± desvío estándar. El 

resultado del test de la mínima diferencia significativa de Fisher está representado como letras 

superíndice. Proporciones con diferentes letras a través de las columnas difieren significativamente (valor 

p ajustado por Bonferroni < 0,05). 

Medio N Clivaje 

Blastocitos 

Eclosión 
Total 

Grados 

I II III 

M199-FERT 1.143 0,57±0,02ª 0,09±0,02ª 0,15±0,04ª 0,31±0,04ª 0,58±0,06ª 0,29±0,07ª 

SOF-FERT 1.220 0,71±0,01b 0,20±0,03b 0,52±0,05b 0,25±0,03ª 0,21±0,04b 0,60±0,06b 

TALP-FERT 1.041 0,72±0,01b 0,19±0,02b 0,51±0,05b 0,23±0,03ª 0,20±0,04b 0,65±0,06b 

 

El MCI y CT de blastocitos al día 7 fueron afectados por el medio de fertilización ( 

Tabla 15). Además, proporciones de MCI y CT fueron significativamente diferentes entre el 

medio de fecundación M199-FERT y SOF-FERT/TALP-FERT. Embriones derivados de medios 

de fecundación SOF-FERT y TALP-FERT mostraron un menor MCI y una mayor CT cuando se 
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compararon con el medio de fecundación M199-FERT. Una muestra representativa de BLs 

provenientes de cada medio de fecundación y BLs mostrando la tinción diferencial de MCI y CT 

utilizada para el conteo de células, se presentan en la Figura 16. 

 

Tabla 15: Conteo de células MCI y CT en el día 7 de blastocitos obtenidos con diferentes medios 

de fertilización. 

Los datos están expresados como media y proporciones ± desvío estándar. Los resultados del test de la 

mínima diferencia significativa de Fisher  están representados como superíndices. Número y proporción 

con diferentes letras a través de columnas difieren significativamente (valores p ajustados por Bonferroni 

< 0,05). 

Medio FIV N 
Medias ajustadas del modelo  

Proporciones ajustadas del 

modelo 

MCI CT Total MCI/Total CT/Total 

M199-FERT 116 24,65±0,95a 58,73±3,04a 83,57±4,12a 0,295±0,0056ª 0,705±0,0056ª 

SOF-FERT 105 25,94±1,00a 68,87±1,32b 95,07±1,83b 0,275±0,0054b 0,725±0,0054b 

TALP-FERT 99 27,76±1,07b 71,81±3,50b 99,78±4,25b 0,278±0,0054b 0,722±0,0054b 

 

M199-FERT SOF-FERT TALP-FERT 

   

   
Figura 16: Imágenes representativas de blastocistos fecundados con semen sexado hembra en diferentes 

medios de fecundación. Fila superior: Imágenes de campo brillante de blastocistos (objetivo 20X) 

mostrando la diferencia en la calidad de los BLs producidos. Fila inferior: Imágenes representativas de 

blastocistos teñidos para MCI (anti-SOX2) y CT (anti-CDX2), ADN (Hoechst). Estos marcadores se 

CDX2/SOX2/DNA 
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utilizaron para determinar el número total de células en blastocistos y el número de células asignadas a 

MCI y CT (objetivo 40X). 

 

4.2. ESTUDIO 2: Efecto de factores hiperactivadores de la motilidad espermática y duración de 

la co-incubación de gametas sobre el desarrollo de embriones bovinos producidos in vitro 

utilizando semen sexado 

 

Un total de 3,273 ovocitos bovinos fueron fecundados con semen sexado suplementado con 

diferentes factores de hiperactivación. El clivaje, desarrollo de blastocitos, calidad de blastocitos 

y tasa de eclosión de ovocitos bovinos co-incubados por 16-18 h con semen sexado se muestran 

en la Tabla 16 (Experimento 1). Se encontró diferencias en la tasas de clivaje entre CA+TH y el 

control (P < 0.1), y el desarrollo de blastocitos fue significativamente mayor (P < 0.05) también. 

Los grados de calidad de blastocitos y la eclosión de embriones no difirió significativamente entre 

los diferentes factores de hiperactivación espermática. 

 

El clivaje, la tasa de blastocitos, calidad de blastocitos y la tasa de eclosión de ovocitos bovinos 

co-incubados a diferentes espacios de tiempo con semen sexado (Experimento 2) son 

presentados en la Tabla 18. El grado de los blastocitos y las tasas de eclosión en la Tabla 2 no 

han sido afectados por los hiperactivadores de la motilidad, de acuerdo a los resultados del 

modelo. Un comportamiento similar se encontró en el tiempo de co-incubación de las gametas (8 

vs. 18 h) en la Tabla 18, donde el total de blastocitos, blastocitos grado I y III, y tasa de eclosión 

tampoco fueron afectados. Más aún, la tasa de blastocitos grado II permaneció constante sin 

variación, independientemente del tiempo o del medio de fecundación utilizado. Las tasas de 

clivaje de ovocitos co-incubados con semen sexado fueron significativamente menores (P < 

0,05) en el periodo de fecundación más corto (8 h), el medio de fecundación M199 y M199-8h, 

comparado con el tiempo de fecundación más largo (18 h), el medio de fecundación SOF, y los 

otros grupos de co-incubación, respectivamente. SOF-8h resultó con las mayores tasas de 

clivaje y producción de blastocitos. El medio de fecundación SOF produjo la mejor calidad de 

embriones y tasa de eclosión en comparación con M199. Los hiperactivadores de la motilidad 

(Experimento 1, Tabla 17) no afectaron la polispermia, mientras que en el Experimento 2 las 

tasas de polispermia se vieron incrementadas cuando la fecundación se extendió a 18 h y con el 

medio de fecundación M199 (Tabla 19). La menor tasa de polispermia fue encontrada en el 

medio de fecundación SOF durante el periodo de fecundación más corto. 
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Tabla 16: Efecto de los factores de hiperactivación de la motilidad espermática sobre el clivaje, desarrollo embrionario, calidad embrionaria y capacidad de eclosión 

luego de la fecundación de ovocitos con semen sexado. 

Datos ajustados por el modelo están expresados como (promedio ± error estándar) x100. Resultados de la mínima diferencia significativa de Fisher's se presentan con superíndice. 

Diferentes superíndices a lo largo de las columnas difieren significativamente (test ajustado de Bonferroni), con valor-p < 0,05 en letras (a, b) o valor-p < 0,1 con símbolos (*,**).  

Hiperactivadores 

de la motilidad 
Ovocitos (n) Clivaje (Día 3) 

Blastocitos (Día 7) 
Eclosión 

(Día 9) Total 
Grado 

I II III 

CA 842 72,36 ± 1,79*,** 23,94 ± 3,01a,b 

57,06 ± 1,84 23,80 ± 1,55 19,06 ± 1,57 65,02 ± 1,73 
TH 887 74,02 ± 1,80*,** 23,43 ± 3,01a,b 

TH + CA 779 77,13 ± 1,71* 27,26 ± 3,28a 

CONTROL 765 71,12 ± 1,79** 20,94 ± 2,75b 

 

Tabla 17: Efecto de los hiperactivadores de la motilidad espermática sobre la tasa de polispermia luego de la fecundación de ovocitos con semen sexado. 

Datos ajustados por el modelo están expresados como (promedio ± error estandar) x100. Resultados de la mínima diferencia significativa de Fisher's con el test ajustado de 

Bonferroni, con valor-p < 0,05 representado con letras. 

Hiperactivadores de la 

motilidad espermática  
Ovocitos (n) Polispermia 

CA 145 4,83 ± 1,78ª 

TH 145 6,21 ± 2,00ª 

TH + CA 145 6,90 ± 2,10ª 

Control 145 2,76 ± 1,36ª 

 

Tabla 18: Efecto del tiempo de co-incubación y medio de fecundación sobre el desarrollo embrionario luego de la fecundación de ovocitos con semen sexado. 
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Datos ajustados por el modelo están expresados como (promedio ± error estándar) x100. Resultados de la mínima diferencia significativa de Fisher's con el test ajustado de 

Bonferroni, con valor-p < 0,05 representado con letras. Diferentes letras difieren significativamente (valor-p ajustado de Bonferroni < 0,05). 

Variables 

Tiempo (hs) Medio de Fecundación Medio de Fecundación x Tiempo 

8 18 SOF M199 SOF:8 SOF:18 M199:8 M199:18 

n= 2330 n= 2420 n= 2470 n= 2280 n= 1190 n= 1280 n= 1140 n= 1140 

Clivaje 58,42±3,09b 67,39±3,73a 71,30±3,29a 53,89±3,72b 73,54±2,96a 68,95±4,20a 41,53±5,43b 65,79±3,88a 

Bl
as

to
cit

os
 Total (Día 7) 18,21±2,80 25,89±3,64a 15,00±2,13b 29,28±4,82a 22,77±2,90a,b 12,27±2,27c 18,21±2,80b,c 

G
ra

do
 I 35,04±7,43 49,76±5,33a 25,45±8,60b 49,64±5,45a 49,89±6,36a 28,50±10,01a,b 22,62±8,28b 

II 27,78±1,40 

III 28,41±4,67 18,43±2,80b 38,38±5,98a 17,78±3,23b 19,09±3,34b 36,76±5,68a 40,03±7,73a 

Eclosión (Día 9) 55,69±4,34 65,56±3,81a 45,34±4,37b 65,56±3,81a 45,34±4,37b 

 

Tabla 19: Efecto de la duración de la co-incubación de ovocitos y espermatozoides, y medio de fecundación sobre la tasa de polispermia luego de la fecundación con 

semen sexado. 

Datos ajustados por el modelo están expresados como (promedio ± error estándar) x100. Resultados de la mínima diferencia significativa de Fisher's con el test ajustado de 

Bonferroni. Diferentes letras difieren significativamente (valor-p < 0,05). 

Variable 

Tiempo (h) Medio de Fecundación Medio de Fecundación x Tiempo 

8 18 SOF M199 SOF:8 SOF:18 M199:8 M199:18 

n= 360 n= 360 n= 360 n= 360 n= 180 n= 180 n= 180 n= 180 

Polispermia 2,68±0,91b 8,87±1,60a 3,28±1,09b 7,32±1,54a 1,89±1,04b 5,64±1,83a,b 3,79±1,44b 13,69±2,67a 
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4.3. ESTUDIO 3: Efecto de diferentes configuraciones de mini-coloides de densidad en la 

eficiencia de recuperación y calidad de espermatozoides sexados utilizando un analizador 

de semen computarizado 

 

La configuración de los mini-coloides de densidad claramente afectaron la recuperación de 

espermatozoides (Figura 17), su viabilidad (Figura 18) y funcionalidad (Tabla 20, Tabla 21, 

Tabla 22, Tabla 23). Las variables analizadas por CASA no dependieron del tiempo o sus 

interacciones, de acuerdo a la ecuación (3). La tasa de recuperación de espermatozoides para 

los diferentes tratamientos mostraron un claro patrón descendiente a medida que aumenta la 

densidad de los coloides (Figura 17A). Cabe resaltar que el tratamiento 45%/90% es 

considerado como el “estándar del mercado” al ser el más utilizado por los laboratorios. Dicha 

doble-capa de densidad discontinua tuvo el mayor rango (41%), mayor desvío estándar (10%) y 

la menor tasa de recuperación (52%). Además, los tratamientos mono-capas de densidad 

continuos tuvieron mejores resultados que las configuraciones de doble-capa de densidad 

discontinua como se muestra en la Figura 17B y formalmente ratificados por los resultados del 

modelo en Figura 17C. Más específicamente, grupos de LSD A, B y C tuvieron mayor o iguales 

tasas de recuperación que C, CD and D, como se muestra en la Figura 17D, respecto al número 

de capas de densidad utilizado. La más alta recuperación de espermatozoides sexados (P < 

0,05) fue lograda utilizando la mono-capa 40% de densidad (0,78 ± 0,02) seguida por la mono-

capa 80% (0,68 ± 0,02), Figura 17C. La recuperación de espermatozoides más baja fue 

obtenida con la configuración de densidad 45%/90% (0,46 ± 0,02). Las mono-capas de densidad 

continuas recuperaron más espermatozoides sexados (0,69 ± 0,02) que las doble-capas 

discontinuas (P < 0,0001) (Figura 17D). Por otro lado, la tasa de viabilidad de espermatozoides 

sexados no mostró un patrón claro ni en su media ni en la varianza (Figura 18A y Figura 18B). 

El semen no centrifugado, las mono-capas de densidad continua de 40% y 60% y la doble-capa 

discontinua 45%/90% mostraron la mayor variabilidad en comparación con las otras 

configuraciones. La mono-capa de densidad continua de 80% mostró la mayor tasa de viabilidad 

(0,72 ± 0,03), mientras que 40%, 60% y 30%/60% produjeron los resultados de menor viabilidad 

(Figura 18C). No se encontró diferencias en la viabilidad espermática entre capas de densidad 

continuas y discontinuas (P = 0,59, Figura 18D). Los resultados CASA para los parámetros de 

motilidad de las ecuaciones (4 y 5) se resumen en las Tabla 20, Tabla 21, Tabla 22 y Tabla 23. 
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A B 

  
C D 

  
Figura 17: Tasa de recuperación para semen sexado luego de la centrifugación  a través de diferentes 

capas de densidad de PureSperm®. Los boxplot de la tasa de recuperación bruta son presentados para 

los seis tratamientos de configuración de capas de densidad testeados y agrupados por el número de 

capas en gráficos A y B, respectivamente. Media del modelo ajustada ± estimación del error estándar son 

presentados en los gráficos C y D para las mismas configuraciones de los gráficos A y B, 

respectivamente. Los resultados del test de mínima diferencia significativa de Fisher (LSD) están 

representados con letras (Bonferroni ajustado P < 0,05).  
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Figura 18: Tasa de viabilidad para semen sexado luego de la centrifugación a través de diferentes capas 

de densidad de PureSperm®. Boxplots de la tasa de viabilidad bruta de los seis tratamientos de 

configuración de capas de densidad testeados y agrupados por el número de capas en gráficos A y B, 

respectivamente. Media del modelo ajustada ± estimación del error estándar son presentados en los 

gráficos C y D para las mismas configuraciones de los gráficos A y B, respectivamente. Los resultados del 

test de mínima diferencia significativa de Fisher (LSD) están representados con letras (Bonferroni 

ajustado P < 0,05). 
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Tabla 20: Velocidad promedio de trayectoria (VAP), velocidad en línea recta (VSL) y velocidad curvilínea (VCL) fueron determinadas utilizando un analizador 

espermático asistido por computadora Hamilton-Thorne IVOS luego que el semen sexado fuera centrifugado a través de una mono-capa de densidad continua o 

doble-capa de densidad discontinua de PureSperm® o sin centrifugación (sin tratar). 

Los datos ajustados por el modelo están expresados como proporción media ± estimación estándar del error. Resultados del test de la mínima diferencia significativa de Fisher son 

presentados como letras superíndice. Proporciones con diferente letras a lo largo de cada columna difieren significativamente (Bonferroni ajustado P < 0,05). 

Trata-

miento 

VAP (μm/s) VSL (μm/s) VCL (μm/s) 
0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 18 h 0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 18 h 0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 18 h 

Sin tratar 
50.01±

1.85A 

36.42±

0.98B 

27.31±

0.97C 

21.68±

0.72C 

18.64±

0.8BCD 

9.32±0.

27A 

43.64±

1.93A 

32.37±

1.01C 

23.93±

0.99C 

17.88±

0.74C 

13.78±

0.84B 

6.82±0.

3A 

76.3±2.

53A 

61.58±

1.52B 

50.34±

1.58C 

42.08±

1.26C 

36.28±

1.68AB 

26.21±

1.02A 

40% 
41.31±

1.84B 

39.97±

0.95AB 

34.88±

0.9A 

27.39±

0.65A 

18.88±

0.76BC 

8.96±0.

27AB 

33.86±

1.92B 

35.19±

1B 

30.73±

0.94A 

22.48±

0.69A 

12.45±

0.83BC 

5.48±0.

29B 

66.78±

2.52A 

66.93±

1.51AB 

60.19±

1.53A 

49.03±

1.18A 

35.89±

1.6AB 

26.71±

0.99A 

60% 
42.54±

1.81AB 

39.26±

0.95B 

32.58±

0.9AB 

23.91±

0.65BC 

14.64±

0.78E 

8.72±0.

27AB 

35.07±

1.89B 

34.02±

0.99BC 

28.29±

0.94AB 

19.66±

0.69ABC 

9.89±0.

82C 

6.23±0.

3AB 

69.02±

2.48A 

64.11±

1.5AB 

55.11±

1.53ABC 

43.75±

1.18BC 

31.83±

1.64B 

25.73±

1.02A 

80% 
49.35±

1.81A 

43.99±

0.95A 

35.64±

0.9A 

25.68±

0.65AB 

15.45±

0.79DE 

7.88±0.

26B 

43.58±

1.89A 

39.84±

0.99A 

31.76±

0.94A 

21.16±

0.69AB 

9.82±0.

83C 

4.99±0.

3B 

75.64±

2.48A 

68.66±

1.51A 

57.99±

1.53AB 

45.33±

1.19ABC 

32.41±

1.66B 

23.71±

1.06A 

30%/60% 
43.81±

1.81AB 

39.95±

0.95AB 

34.37±

0.94A 

27.81±

0.7A 

21.01±

0.8AB 

9.26±0.

27A 

38.61±

1.88AB 

34.31±

0.98BC 

28.23±

0.93AB 

21.22±

0.68AB 

14.1±0.

83B 

5.75±0.

31AB 

70.82±

2.48A 

65.03±

1.49AB 

56.66±

1.52ABC 

46.91±

1.19ABC 

36.98±

1.66AB 

26.77±

1.02A 

40%/80% 
49.54±

1.81A 

37.76±

0.95B 

30.26±

0.91BC 

25.98±

0.66AB 

23.89±

0.78A 

9.51±0.

27A 

43.58±

1.89A 

33.77±

0.99BC 

26.62±

0.94BC 

21.58±

0.69A 

18.11±

0.82A 

4.97±0.

3B 

74.15±

2.48A 

63.48±

1.5AB 

54.72±

1.53ABC 

47.62±

1.18AB 

41.92±

1.64A 

24.97±

1.06A 

45%/90% 
46.17±

1.8AB 

36.21±

0.93B 

28.25±

0.87C 

22.08±

0.62C 

17.45±

0.77CDE 

8.81±0.

27AB 

40.32±

1.88AB 

32.28±

0.97C 

24.95±

0.9BC 

18.48±

0.64BC 

13±0.8

1BC 

5.58±0.

3AB 

69.05±

2.47A 

60.57±

1.48B 

51.54±

1.47BC 

42.56±

1.12C 

34.21±

1.6B 

22.58±

1.02A 
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Tabla 21: Desplazamiento lateral promedio de la cabeza (ALH) y frecuencia de cruce (BCF) fueron determinadas utilizando un analizador espermático asistido por 

computadora Hamilton-Thorne IVOS luego que el semen sexado fuera centrifugado a través de una mono-capa de densidad continua o doble-capa de densidad 

discontinua de PureSperm® o sin centrifugación (sin tratar). 

Los datos ajustados por el modelo están expresados como proporción media ± estimación estándar del error. Resultados del test de la mínima diferencia significativa de Fisher son 

presentados como letras superíndice. Proporciones con diferente letras a lo largo de cada columna difieren significativamente (Bonferroni ajustado P < 0,05). 

Trata-

miento 

ALH (μm) BCF (Hz) 

0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 18 h 0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 18 h 

Sin tratar 3.97±0.11A 3.66±0.08ABC 3.45±0.08AB 3.32±0.07A 3.21±0.11A 1.48±0.12B 32.48±0.84A 36.61±0.57A 38.17±0.61A 37.97±0.53A 36.77±0.8B 42.78±0.87A 

40% 4.31±0.11A 3.96±0.08A 3.57±0.08A 3.18±0.07AB 2.79±0.1AB 2.07±0.11A 29.63±0.84A 33.64±0.57B 35.76±0.6AB 36.45±0.51A 36.15±0.77BC 35.78±0.87C 

60% 4.13±0.11A 3.87±0.08AB 3.47±0.08AB 2.97±0.07BC 2.44±0.11B 1.27±0.11BC 31.85±0.84A 32.88±0.57B 34.52±0.6B 36.51±0.51A 38.55±0.78AB 40.32±0.9AB 

80% 4.24±0.11A 3.59±0.08BC 3.12±0.08B 2.79±0.07C 2.56±0.11B 1.44±0.11B 31.85±0.83A 31.82±0.58B 33.84±0.6B 37.11±0.51A 40.86±0.79A 39.08±0.86ABC 

30%/60% 4.18±0.11A 3.68±0.08ABC 3.25±0.08AB 2.89±0.07BC 2.56±0.11B 0.94±0.12C 29.51±0.83A 33.06±0.57B 35.25±0.6B 36.39±0.51A 36.79±0.78B 38.23±0.87BC 

40%/80% 4.05±0.11A 3.66±0.08ABC 3.31±0.08AB 2.98±0.07BC 2.68±0.1B 1.49±0.12B 29.78±0.83A 33.57±0.57B 35.68±0.59AB 36.53±0.5A 36.55±0.78B 39.11±0.87ABC 

45%/90% 3.93±0.11A 3.51±0.08C 3.21±0.08B 2.98±0.06BC 2.81±0.1AB 1.23±0.12BC 30.85±0.84A 33.45±0.57B 34.28±0.59B 33.94±0.48B 33.04±0.75C 41.55±0.87AB 
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Tabla 22: Motilidad espermática en línea recta (STR) y motilidad espermática lineal (LIN) fueron determinadas utilizando un analizador espermático asistido por 

computadora Hamilton-Thorne IVOS luego que el semen sexado fuera centrifugado a través de una mono-capa de densidad continua o doble-capa de densidad 

discontinua de PureSperm® o sin centrifugación (sin tratar). 

Los datos ajustados por el modelo están expresados como proporción media ± estimación estándar del error. Resultados del test de la mínima diferencia significativa de Fisher son 

presentados como letras superíndice. Proporciones con diferente letras a lo largo de cada columna difieren significativamente (Bonferroni ajustado P < 0,05). 

Trata-

miento 

STR (%) LIN (%) 

0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 18 h 0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 18 h 

Sin tratar 74.05±1.19B 76.35±0.9A 78.26±0.98A 79.58±0.92A 80.14±1.46A 65.05±2.27A 50.25±1.03A 45.89±0.76B 44.08±0.82AB 43.94±0.75A 44.56±1.17A 28.22±1.55A 

40% 77.61±1.18AB 75.9±0.89A 74.45±0.95AB 73.05±0.86BC 71.53±1.36BC 55.26±2.22B 44.77±1.03B 45.85±0.76B 44.65±0.81AB 41.79±0.7AB 37.92±1.1B 25.41±1.5A 

60% 76.88±1.16AB 76.49±0.9A 74.23±0.95AB 70.74±0.86C 66.66±1.4CD 60.15±2.22AB 44.75±1.01B 45.41±0.76B 42.75±0.8B 37.93±0.71C 32.1±1.14C 27.52±1.52A 

80% 78.28±1.16AB 79.17±0.9A 76.37±0.95AB 71.08±0.87C 64.49±1.42D 53.71±2.22B 48.95±1.01AB 50.06±0.76A 46.62±0.8A 40.15±0.71BC 32.22±1.14C 24.31±1.52A 

30%/60% 78.8±1.16AB 76.64±0.88A 74.86±0.94AB 73.31±0.87BC 71.86±1.42BC 61.58±2.27AB 46.03±1.01AB 46.03±0.74B 44.25±0.79AB 41.25±0.71AB 37.57±1.14B 28.12±1.55A 

40%/80% 80.43±1.16A 75.85±0.89A 73.89±0.95B 73.61±0.86BC 74.1±1.4AB 56.28±2.27AB 50.36±1.01A 45.71±0.75B 42.89±0.8B 41.33±0.71AB 40.42±1.12AB 25.17±1.57A 

45%/90% 79.09±1.16AB 77.11±0.88A 76.34±0.93AB 76.22±0.82AB 76.14±1.37AB 56.09±2.27AB 50.17±1.04A 46.33±0.75B 44.08±0.78AB 42.83±0.68AB 42.02±1.12AB 24.12±1.6A 
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Tabla 23: Motilidad (MOT) y motilidad progresiva (PMOT) fueron determinadas utilizando un analizador espermático asistido por computadora Hamilton-Thorne IVOS 

luego que el semen sexado fuera centrifugado a través de una mono-capa de densidad continua o doble-capa de densidad discontinua de PureSperm® o sin 

centrifugación (sin tratar). 

Los datos ajustados por el modelo están expresados como proporción media ± estimación estándar del error. Resultados del test de la mínima diferencia significativa de Fisher son 

presentados como letras superíndice. Proporciones con diferente letras a lo largo de cada columna difieren significativamente (Bonferroni ajustado P < 0,05). 

Trata-

miento 

MOT= % PMOT= % 

0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 18 h 0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 18 h 

Sin tratar 48.10±1.68A 29.87±0.93B 19.47±0.94B 14.97±0.71AB 14.41±0.83A 2.52±0.30BC 26.74±1.11A 16.14±0.56A 9.59±0.54AB 6.19±0.40A 5.05±0.43A 1.89±0.13A 

40% 38.82±1.67B 24.76±0.91C 15.60±0.89B 10.32±0.65C 7.89±0.78B 2.94±0.28AB 13.12±1.10C 8.48±0.56D 5.16±0.51D 2.95±0.37C 1.61±0.41 C 0.45±0.13 CD 

60% 43.55±1.64AB 28.29±0.91BC 17.92±0.89B 11.51±0.65C 8.14±0.81B 4.03±0.28A 19.01±1.09B 13.93±0.55AB 9.64±0.51A 6.15±0.37A 3.41±0.42AB 0.49±0.13CD 

80% 48.71±1.64A 34.55±0.91A 23.69±0.89A 15.68±0.66A 10.12±0.82B 3.95±0.28A 25.32±1.10A 16.28±0.55A 9.84±0.51A 5.56±0.37A 3.01±0.43BC 1.08±0.13B 

30%/60% 40.83±1.64B 27.23±0.90BC 18.05±0.88B 12.38±0.65BC 9.33±0.82B 1.56±0.31C 15.14±1.08BC 10.15±0.54CD 6.36±0.50CD 3.63±0.37BC 1.79±0.43 BC 0.44±0.13D 

40%/80% 44.61±1.64AB 28.93±0.92B 18.39±0.90B 11.95±0.66C 8.60±0.81B 2.07±0.29BC 18.73±1.10B 11.93±0.55BC 7.41±0.51BC 4.71±0.37 AB 3.39±0.42 ABC 1.40±0.13 AB 

45%/90% 49.80±1.64A 28.32±0.90BC 16.02±0.86B 10.69±0.62C 10.14±0.85B 1.97±0.28BC 25.32±1.08A 14.58±0.54A 7.74±0.48ABC 3.99±0.34BC 2.53±0.42 BC 1.01±0.13BC 
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5. DISCUSIÓN 

 

5.1. ESTUDIO 1: Comparación de diferentes medios de fecundación en un sistema de 

producción in vitro de embriones bovinos con semen sexado 

 

La producción de blastocitos de alta calidad, derivados de un sistema PIVE, depende del 

correcto funcionamiento y desempeño de IVM/FIV/IVC a los fines de asegurar la plena 

adquisición de habilidad de desarrollo de los ovocitos colectados, y contribuir a producir 

embriones viables capaces de desarrollarse completamente después de ser transferidos a 

receptoras sincronizadas. El medio de fecundación juega un rol muy importante para proveer 

condiciones favorables para la capacitación de los espermatozoides, la unión del 

espermatozoide a la zona pelúcida, la reacción del acrosoma, la penetración de la zona pelúcida, 

la unión y fusión del espermatozoide con el ovocito, la activación del cigoto y reacción cortical, 

endurecimiento de la zona, formación del pronúcleo e iniciación de la división celular 

(Yanagimachi, 2011, Parrish, 2014). La formulación de los medios también debe contemplar los 

requerimientos metabólicos tanto para el espermatozoide como el ovocito durante el periodo de 

incubación y fecundación. 

 

Los resultados del presente estudio demostraron que los embriones bovinos provenientes de 

ovocitos fecundados con semen sexado hembra, se vieron afectados por el medio de 

fecundación utilizado, en términos de tasa de desarrollo, calidad morfológica, número total de 

células y distribución de MCI/CT en los blastocitos. El M199-FERT produjo significativamente 

menos ovocitos clivados, cigotos y embriones que los medios de fecundación SOF-FERT y 

TALP-FERT. La calidad embrionaria, medida bajo estándares de la IETS, también resultó 

afectada en M199-FERT comparado con los otros medios. La diferencia principal entre M199-

FERT y SOF-FERT/TALP-FERT utilizado en este estudio como medios de fertilización, son los 

antioxidantes, carbohidratos y aminoácidos. 

 

El medio TALP es el medio FIV más comúnmente utilizado para ovocitos bovinos (Parrish y col., 

1988); sin embargo, modificaciones al SOF (Choi y col., 1991, Gandhi y col., 2000) y al medio 

Brackett y Oliphant-BO (Brackett y Oliphant, 1975a) han resultado también ser exitosos en FIV 

para ganado bovino. Utilizado en forma rutinaria como medio de maduración (IVM) de ovocitos, 

el M199 muestra una formulación más compleja que el TALP-FERT y el SOF-FERT. Un 

importante componente que falta en la formulación del TALP-FERT y SOF-FERT al compararlos 
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con M199, es la presencia de un antioxidante (Nedambale y col., 2006a). La acumulación de 

especies reactivas del oxígeno (ROS) pueden generar estrés oxidativo y dañar el funcionamiento 

fisiológico normal de los espermatozoides (Bansal y Bilaspuri, 2011, Aitken y col., 2012). La alta 

velocidad del proceso de sexado puede disminuir la vida media de los espermatozoides, 

aumentar la fragmentación del ADN (Gosálvez y col., 2011b), entre otras injurias. Como 

resultado de este efecto aditivo, el contenido de ROS pude aumentar significativamente sobre 

todo cuando la fecundación se realiza durante un período de tiempo prolongado (Johnson y col., 

1999, Garner, 2006). La hipótesis inicial fue que el M199-FERT podría tener ventajas 

comparativas respecto a los otros dos medios, en términos de minimizar el estrés osmótico de 

los ovocitos maduros como resultado del pasaje entre IVM a FIV, conferir mayor protección a los 

ovocitos y espermatozoides contra el estrés oxidativo a través de antioxidantes y previniendo el 

envejecimiento de los ovocitos. Estas ventajas potenciales del M199-FERT no se vieron 

reflejadas en los parámetros de desarrollo evaluados. 

 

El medio M199 contiene glucosa. Este componente puede interferir con la capacitación del 

espermatozoide, con la unión del espermatozoide y el ovocito, la penetración de la zona 

pelúcida, y por lo tanto, afectar la división temprana del cigoto y el desarrollo embrionario 

subsiguiente (Parrish y col., 1989b). Durante la glicolisis de la glucosa por los espermatozoides 

bovinos, ocurre una acidificación del pH intracelular (pHi) debido a la generación de H+ (Parrish y 

col., 1989b, Parrish y col., 1994, Vredenburgh-Wilberg y Parrish, 1995, Galantino-Homer y col., 

2004). Se ha sugerido que la capacitación del espermatozoide bovino está asociada a una ligera 

alcalinización del pHi y, por esta razón, no se incluye la glucosa en los medios de fecundación 

para bovinos. 

 

Los aminoácidos no esenciales (NEAA) podrían jugar un rol positivo durante el clivaje de los 

ovocitos y el la longitud del primer ciclo celular (Rosenkrans y First, 1994, Pinyopummintr y 

Bavister, 1996b, Pinyopummintr y Bavister, 1996a, Van Winkle, 2001). Una mayor tasa de 

blastocitos pueden ser alcanzada de cigotos que han clivado de manera temprana (antes de 24 a 

30 h) de aquellos que clivan más tarde (>30 a 40 h) (Dinnyes y col., 1999, Lechniak y col., 2008). 

La suplementación inicial con NEAA podría estimular la tasa de clivaje, la formación de 

blastocitos y la eclosión, mientras que la adición de aminoácidos esenciales (EAA) podría ser 

necesaria para estimular la división celular después del estadio de 8 células (Partridge y Leese, 

1996, Lane y Gardner, 1997a, Lane y Gardner, 1997b, Lu y col., 1999, Steeves y Gardner, 

1999b, Van Winkle, 2001, Zhang y col., 2003). El medio M199-FERT, que contiene NEAA y EAA, 



154 
 

mostró menor clivaje, formación de blastocitos, grado embrionario y habilidad de eclosión en 

comparación con TALP-FERT y SOF-FERT (ambos libres de aminoácidos). 

 

Se ha reportado que las tasas de clivaje pueden correlacionarse con el desempeño en la 

producción de blastocitos (Holm y col., 1998, Lonergan y col., 1999a, Ward y col., 2001, Alomar y 

col., 2006, Barcelo-Fimbres y col., 2011). Este descubrimiento sugiere que un retardo en el 

primer ciclo de división celular podría impactar negativamente al pasar por el estadio de 8-16 

células (momento de la activación del genoma embrionario), y por lo tanto resultar en una tasa 

de formación de blastocitos más baja. El éxito para superar este estadio crítico, depende no sólo 

de la contribución de la competencia de los ovocitos para el desarrollo en blastocitos, sino 

también en la integridad de los espermatozoides, lo que tiene un impacto directo en la formación 

y calidad del embrión (Parinaud y col., 1993, Ward y col., 2001). El monitoreo continuo del 

tiempo de FIV y IVC confirmó que la tasa de clivaje de los cigotos estaba correlacionada con la 

producción de blastocitos (Arav y col., 2008, Pribenszky y col., 2010, Kirkegaard y col., 2012). 

Estas observaciones concuerdan con nuestros resultados, donde la baja tasa de clivaje en 

M199-FERT afectó el normal desarrollo a los estadios subsiguientes, tales como formación de 

blastocitos, calidad de los embriones y habilidad de eclosión. 

 

La cantidad de células del MCI y CT, y la proporción de células CT mostraron que la calidad de 

los embriones fecundados con M199-FERT estuvo comprometida, en comparación con 

embriones producidos con los medios de fecundación SOF-FERT y TALP-FERT. La reducción 

en MCI y número de células CT y la incapacidad de eclosionar de la zona pelúcida por parte de 

los blastocitos podrían ser signos de incompetencia de desarrollo y afectar negativamente la 

crioresistencia, además también de la tasa de implantación y de preñez. La competencia de 

desarrollo y viabilidad de los embriones bovinos producidos in vitro es inferior al obtenido in vivo, 

posiblemente debido a una baja calidad de embriones como consecuencia de condiciones de 

IVM/FIV/IVC sub-óptimas (Rizos y col., 2002c). Hasta el momento, el número de células del MCI 

y CT han sido utilizadas como indicadores de calidad y viabilidad de embriones PIVE, ya que 

solo el criterio de evaluación morfológica bajo la lupa estereoscópica podría resultar insuficiente 

para predecir competencia de desarrollo (Van Soom y col., 1997b).  

 

Existe un periodo de tiempo de fecundación óptimo después de la maduración, y cuando la 

fecundación no ocurre dentro de esa ventana de tiempo, los ovocitos no fecundados sufrirán un 

deterioro en su calidad (envejecimiento) (Ottolenghi y col., 2004, Miao y col., 2009, Koyama y 
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col., 2014a). El impacto de la calidad de los ovocitos en el potencial de desarrollo de los 

embriones luego de la fecundación puede resultar significativo (Krisher, 2004, Wang y Sun, 

2007). El medio M199 puede ser adecuado para la maduración de los ovocitos pero podría 

retrasar la fecundación, al afectar la capacitación de los espermatozoides, la unión o fusión del 

ovocito con el espermatozoide, o ambos. La consecuencia final podría ser un ovocito envejecido 

y no fecundado o un cigoto fecundado pero comprometido, del cual la formación y calidad del 

blastocito y su tasa de eclosión podrían ser deficientes. 

 

La baja tasa de clivaje obtenida con el medio M199-FERT redujo significativamente el número de 

embriones por gota que continuaron su desarrollo y por lo tanto, que pudiesen interactuar en el 

micro-ambiente de la placa de IVC. El éxito en el desarrollo de embriones cultivados en grupo 

puede ser atribuido a la exposición de factores embriotróficos autocrinos y paracrinos (Paria y 

Dey, 1990a). Los embriones producen y secretan varios factores que podrían afectar la tasa de 

compactación y cavitación, eclosión, y el número de células del MCI y CT (Gopichandran y 

Leese, 2006, Richter, 2008, Hegde y Behr, 2012). En el presente estudio, los embriones 

derivados de los medios de fecundación SOF-FERT y TALP-FERT mostraron mayores tasas de 

desarrollo, mayor calidad (>blastocitos grado 1), habilidad para eclosionar, y distribución de las 

células, que aquellos embriones fecundados en M199-FERT, sugiriendo que los medios de 

fertilización SOF-FERT y TALP-FERT son más capaces de sostener el desarrollo de embriones 

de mayor calidad.  

 

El principal objetivo al utilizar SS en PIVE, es el de producir el mayor porcentaje de embriones 

grado 1 al día 7 de IVC. Para alcanzar este porcentaje máximo de blastocitos de alta calidad, el 

espermatozoide sexado debe someterse a una capacitación para poder alcanzar un estado 

competente para lograr fecundar al ovocito. Estos cambios involucran la reorganización de 

proteínas y lípidos de membrana. Estos cambios afectan la fluidez de la membrana plasmática, 

provocan alteraciones en la concentración iónica intracelular, en el metabolismo y la motilidad, 

entre otros. El proceso de capacitación termina con la reacción acrosómica e hiperactivación 

(Parrish y col., 1988, Visconti y col., 1998, Parrish, 2014). Durante el proceso de citometría de 

flujo para separar espermatozoides portadores del cromosoma X, los espermatozoides sufren 

diferentes daños tales como la tinción del ADN con un fluorocromo (Hoechst), diluciones, fuerzas 

centrífugas, alta presión, cargas eléctricas, emisiones laser y congelado/descongelado (Schenk y 

col., 1999, Suh y col., 2005, Schenk y Seidel, 2007, Rath y col., 2009, Garner y col., 2013). 

Como consecuencia, la supervivencia de los espermatozoides post-descongelado, su integridad, 
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el estado del acrosoma, la funcionalidad de sus membranas, el patrón de movimiento (motilidad), 

la integridad del ADN, entre otros, pueden resultar severamente afectados. Además, el proceso 

de sexado del semen y/o la criopreservación pueden inducir una capacitación parcial (Lu y 

Seidel, 2004) y por lo tanto, los protocolos actuales de FIV desarrollados para semen no sexado 

(convencional) pueden no ser los más apropiados cuando se utiliza para semen sexado. 

En conclusión, los diferentes medios de fecundación utilizados con semen sexado afectaron la 

tasa de clivaje y desarrollo embrionario, como así también la calidad embrionaria y capacidad de 

eclosión. Los medios de fecundación SOF-FERT y TALP-FERT produjeron más embriones y de 

mejor calidad que M199-FERT. 

 

5.2. ESTUDIO 2: Efecto de factores hiperactivadores de la motilidad espermática y duración de 

la co-incubación de gametas sobre el desarrollo de embriones bovinos producidos in vitro 

utilizando semen sexado 

 

Los resultados del presente estudio demostraron que la adición de teofilina y cafeína al semen 

sexado antes de la fecundación, pueden tener un efecto beneficioso sobre el desarrollo 

embrionario y la capacidad de eclosión. La capacitación espermática ha sido reconocida como 

un cambio fisiológico necesario que el espermatozoide debe transitar para adquirir capacidad 

fecundante (Yanagimachi, 1989, Parrish, 2014). Además, el tiempo de exposición de los ovocitos 

a los espermatozoides y el medio de fecundación también afectan el clivaje, el desarrollo 

embrionario, la calidad del embrión y la capacidad de eclosión. 

 

La capacitación es generalmente definida como los cambios que el espermatozoide debe 

completar para ser capaz de fecundar a un ovocito (Parrish y col., 1988, Yanagimachi, 1994c, 

Yanagimachi, 1994a, Bailey, 2010, Aitken y Nixon, 2013). La capacitación espermática es un 

mecanismo que aún no se entiende completamente, pero el proceso incluye cambios 

bioquímicos y ultra estructurales que llevan a la remoción de factores moduladores o retardantes 

de la capacitación adheridos a la membrana espermática, cambio en la composición lipídica de 

la membrana espermática, aumento de la permeabilidad al Ca2+, cambio del pH interno, e 

incremento de la permeabilidad celular y metabolismo (Fraser, 1998, Visconti y col., 1998, Aitken 

y Nixon, 2013). La motilidad juega un rol importante en el proceso de fecundación, y es en 

consecuencia considerada como un parámetro funcional importante durante la evaluación pre y 

post-congelado. La motilidad es esencial para lograr la penetración de las células del cumulo y la 

zona pelúcida (ZP) (Gordon, 2003b, Suarez y Ho, 2003, Florman y Ducibella, 2006), siendo la 
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excepción, dentro de las técnicas de reproducción asistida (ARTs), la inyección intra-

citoplasmática del espermatozoide (ICSI). El aumento del patrón de motilidad y velocidad, 

llamado hipermotilidad, resulta como consecuencia de la redistribución de los componentes de la 

membrana durante la capacitación (Kay y Robertson, 1998). El calcio y el AMPc son los factores 

más importantes en la regulación de la hiperactivación de los espermatozoides en los mamíferos 

(Yanagimachi, 1994c, Ho y Suarez, 2001b). El Ca2+ es un elemento crítico en el proceso de 

convertir de simétrico a asimétrico el movimiento del flagelo espermático que es característico de 

la hiperactivación (Suarez y col., 1991, Suarez y col., 1993, Yanagimachi, 1994c, Ho y Suarez, 

2001b, Marquez y Suarez, 2007). La teofilina y cafeína son metilxantinas que pueden causar una 

acumulación intracelular de AMPc, activar canales permeables al Ca2+ en la membrana 

plasmática del espermatozoide, y han sido ampliamente utilizadas en tecnologías de 

reproducción asistida como estimulantes de la motilidad (Niwa y Ohgoda, 1988, Park y col., 

1989a, Loughlin y Agarwal, 1992, Takahashi y First, 1993, Ho y Suarez, 2001a, Henkel y Schill, 

2003, Mortimer y col., 2013). Aunque la heparina por si sola puede alcanzar tasas de clivaje y 

desarrollo embrionario similares a datos publicados previamente utilizando semen sexado (Lu y 

col., 1999, Lu y Seidel, 2004), la adición de cafeína y teofilina mejoraron los resultados. Los 

efectos sinérgicos de las xantines han sido observados en otros reportes (Niwa y Ohgoda, 1988, 

Numabe y col., 2001, Kang y col., 2014). Una alta concentración de cafeína (> 2.5 mM) en el 

medio de fecundación durante todo el período de FIV ha mostrado efectos adversos en el 

desarrollo embrionario en bovinos (Bird y col., 1989, Momozawa y Fukuda, 2003). Por lo tanto, 

un tiempo de incubación corto (30 min) previo a la fecundación podría evitar el efecto 

potencialmente tóxico que las xantines pudieran provocar, especialmente luego de largos 

períodos de fecundación (>16 h). El agregado de cafeína y teofilina no aumentó 

significativamente la tasa de poliesperma (Tabla 3). En otros reportes, tasas normales de 2PN 

fueron alcanzadas utilizando mezclas de teofilina, D-penicilamina, hipotaurina, y epinefrina 

(PHE), así como un incremento en el clivaje y el desarrollo embrionario (Kang y col., 2014). En 

nuestro estudio, la cafeína y la teofilina pueden haber aumentado la penetración del semen 

sexado al acortar el tiempo de fecundación a través de un aumento en la unión de los ovocitos y 

espermatozoides. Tal situación puede tener más relevancia en condiciones de baja 

concentración espermática (ej., semen sexado comparado con semen convencional) y con 

disminución de la motilidad, ambos factores determinantes durante la fecundación. 

 

El tiempo de exposición durante la co-incubación ovocitos-espermatozoides y el tipo de medio de 

fecundación utilizado afectaron el clivaje, la polispermia, el desarrollo embrionario, la calidad 
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embrionaria y la tasa de eclosión. Usualmente, la fecundación del complejo ovocito-cumulo en 

bovinos con semen convencional no sexado toma entre 18-24 h, a concentraciones de 1-1,5 × 

106 espermatozoides/mL (Rehman y col., 1994, Ward y col., 2002, Kochhar y col., 2003). Este 

protocolo de trabajo ha sido ampliamente utilizado hasta ahora principalmente por la practicidad 

de dejar co-incubando los ovocitos-espermatozoides durante la noche. Sin embargo, acortar el 

tiempo de la co-incubación a 9-10 h podría resultar beneficioso al incrementar la tasa de clivaje y 

desarrollo de blastocitos (Ward y col., 2002, Kochhar y col., 2003). Tal flexibilidad con la duración 

de la fecundación podría ayudar a las operaciones de laboratorios comerciales. Otros protocolos 

de fecundación reducen el tiempo de co-incubación aún más (<6 h) e incrementan la 

concentración de espermatozoides drásticamente, hasta 6 × 106 espermatozoides/mL (Brackett y 

Oliphant, 1975b, Nedambale y col., 2006a). Ambos escenarios, alta concentración de 

espermatozoides o tiempo de co-incubación extendidos pueden resultar en liberación de ROS 

debido a un incremento en los espermatozoides muertos, lo que podría inducir al endurecimiento 

de la zona pelúcida y comprometer la tasa de fecundación y la capacidad de desarrollo 

embrionaria (Guerin y col., 2001, Kattera y Chen, 2003, Baker y Aitken, 2004, Dalvit y col., 

2005b, Agarwal y col., 2006b, Enkhmaa y col., 2009, Lopes y col., 2010b, Tsunoda y col., 2013). 

Nuestros resultados muestran que el tiempo de co-incubación prolongado resultó en una tasa de 

clivaje significativamente mayor. No obstante, el desarrollo embrionario, la calidad de los 

blastocitos y la capacidad de eclosión, no se vieron afectados en comparación con el periodo de 

fecundación más corto (Tabla 4). Esta observación coincide con reportes previos donde el clivaje 

aumenta al aumentar el tiempo de exposición ovocito-espermatozoide aunque el desarrollo 

embrionario no fue afectado (Rehman y col., 1994, Ward y col., 2002, Barcelo-Fimbres y col., 

2011). Sin embargo, otros resultados publicados muestran que acortar los tiempos de 

fecundación podría incrementar tanto la tasa de blastocitos (Kochhar y col., 2003, Nedambale y 

col., 2006a) como su calidad, medido como la relación ente celular totales y del macizo celular 

interno o disco embrionario (Nedambale y col., 2006a, Berland y col., 2011). Esto podría ser 

explicado por el hecho que se utilizó bajas concentraciones de semen sexado (1 x 106/mL) en 

lugar de semen convencional, el cual pudo haber tenido un comportamiento diferente durante la 

fecundación, su interacción con los ovocitos y la subsecuente fusión. Periodos de co-incubación 

ovocitos-espermatozoides prolongados (>18 h) podría incrementar las tasas de polispermia 

(Long y col., 1994, Nedambale y col., 2006a, Barcelo-Fimbres y col., 2011), en concordancia con 

nuestros resultados (Tabla 19).  
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Un estudio reciente (Koyama y col., 2014b) demostró que los ovocitos bovinos adquieren su 

máxima capacidad de desarrollo alrededor de las 12 hs después de alcanzar la maduración 

nuclear, es decir casi 30 hs después del inicio de la maduración. Este hallazgo apoyaría el 

argumento que la co-incubación de ovocitos y espermatozoides durante 8 hs puede lograr 

resultados de clivaje aceptables. Nuestros resultados confirman esto parcialmente, lo único que 

difirió significativamente al comparar la fecundación de 8 hs frente a 18 hs fue el clivaje, mientras 

que se observó un ligero aumento en el clivaje y la formación de blastocistos entre SOF-8h y 

SOF-18h; lo inverso ocurría entre M199-8h y M199-18h (Tabla 18).  

 

En el caso de fecundación en humanos, la preferencia actual es exposición corta con el 

espermatozoide en contraste con el protocolo tradicional de co-incubación durante toda la noche 

(Lin y col., 2000, Kattera y Chen, 2003). Sin embargo, es una práctica común dejar un par de 

capas de células del cúmulo luego de un corto lavado y antes de poner los presuntos cigotos a 

cultivar, cuando se utilizan protocolos de períodos de fecundación cortos. Esto se debe 

principalmente a que la remoción de células del cúmulo por pipeteo o agitación/vortex es difícil 

cuando los ovocitos se encuentran en estadios tempranos de fecundación. Entonces, es 

probable que algunos espermatozoides permanezcan adheridos a la masa del cumulo y penetre 

el ovocito más tarde. En nuestro caso, los ovocitos y aún los cigotos fecundados por 8 hs fueron 

completamente denudados por un tip plástico especialmente diseñado con un diámetro interno 

de 170 µm, con el fin de asegurar la remoción completa de las células del cumulus. 

 

El medio de fecundación jugó un rol fundamental en el desempeño general del clivaje, del 

desarrollo a blastocitos, en la calidad embrionaria, en la capacidad de eclosionar y ocurrencia de 

polispermia. Cuando un medio de fecundación apto para co-incubación de ovocitos-

espermatozoides de duración corta, tal como el Bracket-Oliphant (BO), fue extendido de 6 hs a 

18 hs, la producción de blastocitos cayó de forma drástica, mientras que la polispermia aumentó 

en forma proporcional (Nedambale y col., 2006a). Del mismo modo, un medio de fecundación 

similar al utilizado en este estudio (IVF-M199) mostró no tener efectos adversos en la tasas de 

clivaje y desarrollo embrionario luego de prolongar la co-incubación a 18 hs. Aunque se llegó a la 

misma conclusión sobre el impacto del medio de fecundación, M199-FERT exhibió un 

desempeño menor en todos los indicadores (clivaje, polispermia, blastocitos, calidad embrionaria 

y tasa de eclosión) al compararlo con el SOF-FERT. La diferencia principal entre M199-FERT y 

SOF-FERT utilizado en este estudio son los antioxidantes, carbohidratos y aminoácidos. El 

medio IVF-M199 arrojó mejores resultados que otros medios de fecundación tradicionales como 
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BO, KSOM-FERT o TALP (Nedambale y col., 2006a) no solo en la tasa de clivaje temprana (2 

células), sino también en estadios avanzados de número de células luego de la fecundación (8 

células), polispermia, formación de blastocitos, número total de células, tasa de eclosión y 

supervivencia post-descongelado luego de la vitrificación. En un estudio reciente, utilizando 

semen sexado, SOF-FERT y TALP-FERT mostraron una mejora significativa sobre M199-FERT 

como medio de fecundación en términos de tasa de clivaje, desarrollo de blastocitos, blastocitos 

grado 1, tasa de eclosión, y células del macizo celular interno y trofectodermo (Ferré y col., 

2016). 

 

Es interesante que el M199-FERT no funcionó tan bien como el SOF-FERT en el presente 

estudio, ya que M199 contiene antioxidantes como glutatión y ácido L-ascórbico, los cuales faltan 

en las formulaciones de los medios TALP-FERT y SOF-FERT (Nedambale y col., 2006a). Los 

antioxidantes son importantes para mitigar la acumulación de especies reactivas del oxígeno 

(ROS) el cual puede generar estrés oxidativo y dañar la función fisiológico normal de los 

espermatozoides (Bansal y Bilaspuri, 2011, Aitken y col., 2012), deterioran la motilidad de los 

espermatozoides, afectan la integridad de membrana y disminuyen la capacidad de penetración 

de los ovocitos (Chatterjee y Gagnon, 2001, Aitken y Henkel, 2011, Bansal y Bilaspuri, 2011, 

Tsunoda y col., 2013). Los antioxidantes también contribuyen al mecanismo de defensa del 

espermatozoide, comprometido por el proceso de congelación-descongelación, contra los 

peróxidos de hidrógeno (Agarwal y col., 2006b, Bansal y Bilaspuri, 2011). Sin embargo, M199 

también contiene glucosa (Parrish y col., 1989a) la cual puede interferir con la capacitación del 

espermatozoide, en la unión espermatozoide y la zona pelúcida, afectando la penetración y por 

ende, en la división temprana del cigoto y el posterior desarrollo embrionario. La hipótesis en el 

presente estudio fue que, debido a que el M199 contiene antioxidantes, vitaminas, aminoácidos y 

otros agentes protectores de las células, el desempeño del semen sexado (habiendo sido 

sometido al procedimiento de citometría de flujo) podría ser mejorado y compensar cualquier 

efecto potencialmente negativo de la glucosa; sin embargo, esto no sucedió. 

 

Concluimos que agregar hiperactivadores de la motilidad tales como cafeína y teofilina mejoraron 

las tasas de clivaje y desarrollo embrionario sin aumentar la polispermia. También, períodos 

cortos de co-incubación de ovocitos-espermatozoides resultan en tasas de desarrollo 

embrionario similares a las obtenidas con intervalos más prolongados (18 hs), facilitando la toma 

de decisiones a la de elegir un protocolo de fecundación. Además, los datos del presente estudio 
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sugieren que el SOF-FERT aumentó el clivaje, la formación de blastocitos, la calidad de los 

embriones y las tasas de eclosión en comparación con M199-FERT. 

 

5.3. ESTUDIO 3: Efecto de diferentes configuraciones de mini-coloides de densidad en la 

eficiencia de recuperación y calidad de espermatozoides sexados utilizando un analizador 

de semen computarizado 

 

Las pajuelas de semen sexado son usualmente preparadas a baja concentración (~2,1 x106 

espermatozoides/mL), y su costo es significativamente mayor que el semen convencional no 

sexado del mismo toro. Para maximizar la eficiencia de uso del semen sexado en condiciones de 

fecundación in vitro, la selección de una técnica apropiada de separación de espermatozoides es 

esencial. La centrifugación por densidad separa una fracción específica del semen 

descongelado. Esta fracción esta enriquecida con espermatozoides, libre de plasma seminal, 

agentes crioprotectores, restos celulares, desechos, células no motiles y bacterias, las que son 

retenidas en la fracción superior (Avery y Greve, 1995, Parrish y col., 1995, Henkel y Schill, 

2003). El presente estudio comparó diferentes capas de densidad de centrifugación 

(mono/continua y doble/discontinua) basado en su efecto sobre la tasa de recuperación de 

espermatozoides, viabilidad y múltiples características funcionales de los espermatozoides. 

Gradientes dobles de Percoll® discontinuos de 45%/90% (Parrish y col., 1995) y triples de 

30%/60%/90% (Cesari y col., 2006) ha sido ampliamente utilizados para preparar 

espermatozoides para la fecundación in vitro (Henkel y Schill, 2003, Mendes y col., 2003, 

Samardzija y col., 2006a, Mortimer y Mortimer, 2013). La centrifugación en mono-capas se 

presentan como un método alternativo para enriquecer los eyaculados con espermatozoides 

altamente motiles antes de la criopreservación o enfriamiento, principalmente cuando éstos 

tienen gran volumen (ej. verraco y padrillo) o cuando el eyaculado es de baja calidad (Gloria y 

col., 2016). De esta forma, es posible mejorar su aplicación comercial, al aumentar su eficacia, 

para el mejoramiento animal (Morrell y col., 2011a, Morrell y Wallgren, 2011).  

 

La tasa de recuperación obtenida con todos los coloides de densidad combinados en el presente 

estudio (54% ± 2%), similar a lo encontrado por otros estudios (Rodriguez Villamil y col., 2012). 

Cabe remarcar, que nuestros resultados muestran que la doble-capa de densidad más popular 

(45%/90%) presentó la menor tasa de recuperación (48% ± 3%), más aún, otros estudios 

mencionan tasas de recuperación aún más bajas (30-45%) con Percoll® y BoviPure® (Lessley y 

Garner, 1983, Parrish y col., 1995, Samardžija y col., 2006, Samardzija y col., 2006a, Samardzija 
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y col., 2006b). Esta baja recuperación no se limita solo a semen bovino sino que también ha sido 

reportada en humanos (Claassens y col., 1998). Sorprendentemente, tasas de recuperación de 

espermatozoides muy bajas (<20%) seguido de la centrifugación por coloides de densidad 

pueden encontrarse también en la literatura científica (Machado y col., 2009). Diferencias en la 

formulación del coloide, la densidad elegida, número de capas, procedimiento de armado de  las 

capas, condiciones de equilibrio, velocidad de centrifugación, entre otros factores, pueden haber 

contribuido a las variaciones entre los reportes publicados (Mortimer, 2000a, Henkel y Schill, 

2003, Beydola y col., 2013). La mayor tasa de recuperación encontrada con la mono-capa de 

densidad continua en comparación con las dobles-capas discontinuas podría deberse a la 

simplicidad y rapidez en su preparación y ejecución (Thys y col., 2009, Morrell y col., 2010, 

Morrell y col., 2011b). Se requiere un mayor cuidado y precauciones adicionales cuando se 

prepara dos o más densidades de coloides en un tubo de 1.5 mL para preservar la interface 

entre las capas. En consecuencia, cualquier grado de mezclado podría llegar a comprometer la 

eficiencia del procedimiento de selección de espermatozoides. 

 

En el presente estudio, la configuración de densidad 40% continua mostró la tasa de 

recuperación más alta, a pesar que también mostró la menor viabilidad, indicando que muchos 

espermatozoides muertos pasaron a través de la columna. En contraste, la mono-capa de 

densidad continua 80% demostró tener la mejor combinación entre tasa de recuperación y 

viabilidad con espermatozoides sexados descongelados. Aunque otros autores no encontraron 

diferencias significativas entre coloides de densidad simples y dobles, mostraron que la 

recuperación de los sistemas simples (cantidad total de espermatozoides, motilidad y motilidad 

progresiva) y parámetros de fecundación in vitro (clivaje, formación de blastocitos y células 

totales del embrión) mostraron resultados similares a los obtenidos de coloides de densidad 

discontinuos (Thys y col., 2009) o swim-up (Abraham y col., 2016). 

 

Debido a que el semen sexado puede llegar a presentar características en el patrón de movilidad 

diferentes al semen convencional, el uso de protocolos de centrifugación con coloides de 

densidad normalmente utilizados para semen convencional, pueden no ser completamente 

adecuados para el semen sexado. La combinación de baja concentración de espermatozoides 

en las pajuelas comerciales y el patrón de movimiento espermático alterado resultan en una 

ineficiente sedimentación espermática luego de la centrifugación (Dell’Aqua y col., 2006). En 

consecuencia, si el número de espermatozoides sexados recuperados es bajo, la fecundación de 

los COCs a la concentración apropiada podría verse comprometida; y por lo tanto, el número de 
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ovocitos potencialmente fecundables verse reducido. La baja tasa de clivaje y formación de 

blastocitos reportada (Merton y col., 1997, Lu y col., 1999, Zhang y col., 2003, Wilson y col., 

2006, Palma y col., 2008, Barcelo-Fimbres y col., 2011, Liu y col., 2015) pueden ser resultado de 

la baja concentración de espermatozoides obtenida luego de la selección por gradiente de 

densidad. Por lo tanto, un volumen mínimo de densidad de coloides y una alta velocidad de 

centrifugación podrían contribuir a mejorar la eficiencia de recuperación post-centrifugado del 

semen sexado (Dell’Aqua y col., 2006). 

 

El patrón de motilidad espermática es considerado como una de las principales características 

asociadas al análisis de calidad del semen y su capacidad fecundante (Graham y Mocé, 2005, 

Petrunkina y col., 2007, Rodriguez-Martinez, 2007b, Mocé y Graham, 2008, Sellem y col., 2015, 

Li y col., 2016). Solo espermatozoides normales, motiles, no reaccionados y no contaminados 

son útiles para fecundar ovocitos in vitro. Varios reportes muestran que la motilidad espermática 

y la motilidad progresiva mejoran luego de la centrifugación por coloides de densidad (Mortimer, 

1994, Rodriguez-Martinez y col., 1997, Mortimer, 2000a, Henkel y Schill, 2003, Samardzija y col., 

2006a, Veznik y col., 2007). Los resultados del presente estudio apoyan esos resultados, donde 

la motilidad mejoró especialmente con la centrifugación en mono-capa continua al 80% en 

comparación a la muestra no centrifugada (Tabla 4). Sin embargo, la motilidad progresiva no 

difirió ente los grupos tratados y su contraparte no centrifugada. Los resultados de las variables 

de motilidad CASA evaluadas (MOT, PMOT, VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR, y LIN) son 

coincidentes con los datos publicados previamente (Blondin y col., 2009, Carvalho y col., 2010, 

Lenz y col., 2011), aunque en ninguna de estas publicaciones se realizaron análisis de CASA 

durante un periodo prolongado de tiempo. 

 

Resumiendo, la mono-capa de densidad continua al 80% resultó ser el método más efectivo en 

términos de recuperación de espermatozoides y viabilidad. Además, las características 

principales de motilidad se incrementaron o se mantuvieron elevadas durante el periodo 

evaluado luego de la centrifugación con la mono-capa de densidad de coloide al 80%. La mini-

capa continua al 80% parecería ser una alternativa a la doble-capa discontinua (o 

configuraciones mayores) para separar espermatozoides sexados mótiles. Estos resultados 

podrían ser importantes dado que las tasas de desarrollo embrionario con semen sexado en FIV 

han reportado ser bajas (Lu y col., 1999, Lu y Seidel, 2004, Wilson y col., 2006, Blondin y col., 

2009, Bermejo-Alvarez y col., 2010a, Rodriguez Villamil y col., 2012, Trigal y col., 2012) o 

similares (Zhang y col., 2003, Xu y col., 2006, Peippo y col., 2010) cuando son comparadas con 
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semen convencional no-sexado del mimo toro. Investigaciones adicionales deberían focalizarse 

en validar/correlacionar este resultado bajo un sistema de producción de embriones in vitro a los 

fines de maximizar la utilización de pajuelas y mejorar las tasas de producción de blastocitos con 

semen sexado.  

 

Los resultados de este estudio presentan un protocolo óptimo para la separación del semen 

sexado que permitiría que más ovocitos sean fecundados por pajuela de semen sexado 

congelada/descongelada. Estas consideraciones son extremadamente importantes cuando se 

utiliza semen sexado in vitro y cuando es esencial maximizar la eficiencia de recuperación de 

espermatozoides mótiles. 

 
6. CONCLUSIONES 

 
6.1. ESTUDIO 1: Comparación de diferentes medios de fecundación en un sistema de 

producción in vitro de embriones bovinos con semen sexado 

 

El uso de semen sexado en PIVE ha mostrado resultados variables debido a la escasa 

información disponible sobre las condiciones adecuadas durante la fecundación in vitro con 

semen sexado. El medio de fecundación afectó la tasa de clivaje, desarrollo embrionario, calidad 

y capacidad de eclosión. Los medios SOF-FERT y TALP-FERT produjeron significativamente 

más embriones y de más alta calidad que el M199-FERT. 

 

6.2. ESTUDIO 2: Efecto de factores hiperactivadores de la motilidad espermática y duración de 

la co-incubación de gametas sobre el desarrollo de embriones bovinos producidos in vitro 

utilizando semen sexado 

 

El agregado de hiperactivadores de la motilidad, tales como cafeína y teofilina, mejoraron las 

tasas de clivaje y desarrollo embrionario sin aumentar la polispermia. También, períodos cortos 

de co-incubación de ovocitos-espermatozoides resultan en tasas de desarrollo embrionario 

similares a las obtenidas con intervalos más prolongados (18 hs), facilitando la toma de 

decisiones a la de elegir un protocolo de fecundación. Además, los datos del presente estudio 

sugieren que el SOF-FERT aumentó el clivaje, la formación de blastocitos, la calidad de los 

embriones y las tasas de eclosión en comparación con M199-FERT. 
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6.3. ESTUDIO 3: Efecto de diferentes configuraciones de mini-coloides de densidad en la 

eficiencia de recuperación y calidad de espermatozoides sexados utilizando un analizador 

de semen computarizado 

 

La optimización del procedimiento de separación y limpieza del semen sexado congelado podría 

permitir que más ovocitos sean fecundados por pajuela de semen sexado descongelada. Estas 

consideraciones son extremadamente importantes cuando se utiliza semen sexado en 

fecundación in vitro, y cuando es esencial maximizar la eficiencia de recuperación de 

espermatozoides. La mono-capa de densidad continua al 80% resultó ser el método más efectivo 

en términos de recuperación de espermatozoides y viabilidad. Además, las características 

principales de motilidad se incrementaron o se mantuvieron elevadas durante el periodo 

evaluado luego de la centrifugación con la mono-capa de densidad de coloide al 80%. La mini-

capa continua al 80% parecería ser una alternativa a la doble-capa discontinua (o 

configuraciones mayores) para separar espermatozoides sexados mótiles. 

 

7. CONCLUSIONES GENERALES 

 

Los diferentes medios de fecundación utilizados con semen sexado afectaron la tasa de clivaje y 

desarrollo embrionario, como así también la calidad embrionaria y capacidad de eclosión. Los 

medios de fecundación SOF-FERT y TALP-FERT produjeron más embriones y de mejor calidad 

que M199-FERT. Los hiperactivadores de la motilidad, como CA y TH mejoraron las tasas de 

clivaje y desarrollo embrionario, sin aumentar la polispermia, y el acortamiento de la co-

incubación espermatozoide-ovocito resultó con similar desempeño en producción embrionaria en 

comparación al intervalo prolongado (18 hs). La mono-capa de densidad continua al 80% resultó 

ser un protocolo óptimo para la separación del semen sexado que permitiría que más ovocitos 

sean fecundados por pajuela de semen sexado congelada/descongelada. Estas consideraciones 

son extremadamente importantes cuando se utiliza semen sexado in vitro y cuando es esencial 

maximizar la eficiencia de recuperación de espermatozoides mótiles. El semen sexado separado 

mediante la mono-capa de densidad continua al 80% recupera la mayor cantidad de 

espermatozoides mótiles y viables, y la fecundación in vitro en SOF-FERT en presencia de 

agentes hiperactivadores de la motilidad (cafeína y teofilina) produce la mayor cantidad de 

embriones y de la más alta calidad. 
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