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INTRODUCCIÓN

Los ovarios de los mamíferos contienen folículos
que se encuentran en diferentes estadios de desarro-
llo, de los cuáles solamente una pequeña proporción

va a ser utilizada durante la vida reproductiva del ani-
mal (1) La recolección de ovocitos permite recuperar
y aprovechar folículos no ovulatorios, que bajo condi-
ciones fisiológicas se tornarían en folículos atrésicos,
con el fin de aprovechar el máximo potencial genético
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RESUMEN: Se recuperaron 1331 ovocitos de ovarios obtenidos en mataderos, de estos 670  fueron
obtenidos por punción y 661 por corte de folículos los cuales se cultivaron en medio definido TCM-
199 suplementado. La maduración fue evaluada por la técnica de fijación y tinción con orceína acética.
De 302 ovocitos fijados a partir del método de punción 97 maduraron y de 294 ovocitos fijados  a
partir del método de corte maduraron 95 para  32.1% y 32% de maduración respectivamente. Fueron
fertilizados 368 ovocitos del método de punción y 367 del método de corte en medio amortiguador TBM
con Tris y posteriormente transferidos a medio de desarrollo embrionario NCSU-23. Los resultados
obtenidos fueron 40 embriones en el método de punción y 36 embriones en el método de corte, para un
11.8% y 11.2% de desarrollo embrionario respectivamente. Se concluye que la eficiencia en los dos
procedimientos empleados es la misma ya que no se afecta significativamente los porcentajes en la
maduración y desarrollo embrionario in vitro.
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MATURATION AND FERTILIZATION IN VITRO OF SOW OOCYTES OBTAINED FOR
CUT FOLLICLES AND PUNCTURE

ABSTRACT: A number of 1331 oocytes were recovered from ovaries obtained in slaughterhouses; from
these 670 were obtained by puncture and 661 by  follicles cutting then cultivated in the medium
defined suplemented TCM-199. Maturation was evaluated by fixation and staining with acetic orceín
from 302 ovocytes fixed by puncture method 97 matured and from 294 oocytes fixed by cutting
method 95 matured corresponding 32,1 and 32 from maturation percentage respectively, between
both groups. A number 368 oocytes from the  puncture method and 367 from the cutting one were
fertilized in , TBM buffered medium with Tris and then transfered to the development embryo
medium NCSU-23. The obtained results were 40 embryos in those of method of puncture and 36
embryos in cutting method, corresponding 11,8% and 11,2% of embryonic development respectively,
not observing any significant statistical difference (P>0.05), between both groups. One concludes
that the efficiency in both procedures of obtaining of oocytes for maturation in vitro of oocytes of
pig and its fertilization in vitro is equal, since they significantly did not affect the percentage in the
maturation and embryonic development in vitro.
(Key words: sow; cocyte; embryo; maturation in vitro; fertilization in vitro)
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de una donadora por procedimiento in vitro (2). Los
métodos usados para la colección y la maduración de
los ovocitos afectan obviamente la inducción de la
meiosis, así como el potencial de desarrollo de los
ovocitos (3).

Usualmente las formas de extracción de comple-
jos cúmulo-ovocitos (COCs) de los folículos que se
emplean son por punción o aspiración con jeringa (4,5)
corte de folículos (3) y perfusión de oviducto ,(6,7)
cada una de estas formas  de extracción presenta
ventajas y desventajas (4) El principal factor limitante
para la obtención de los COCs es el tamaño de los
folículos, de los cuáles se extraen (8) Una vez obteni-
dos el diámetro del ovocito y la morfología de los
COCs, son buenos indicadores de la competencia
para producir embriones (9). Dentro del folículo, la
interacción paracrina entre el ovocito y las células de
la granulosa es crítica y esencial para la coordinación
del desarrollo folicular y función normal de la célula (10).
El objetivo de la maduración in vitro (MIV) de ovocitos,
es producirlos con calidad comparable a los obtenidos
in vivo (11). Para el desarrollo se han creado medios
definidos, que contienen polivinil alcohol (PVA) y su-
plementos como cisteina, glucosa, piruvato de sodio,
factor de crecimiento epidérmico (EGF), LH y FSH (12).
El manejo del pH y de la temperatura durante MIV,  son
parámetros importantes en el porcino según Tong et
al. citados por Jurema y Nogueira (13).

La recolección de ovocitos es un paso necesario
para poder llegar a establecer programas de fertiliza-
ción in vitro (FIV). El desarrollo de ovocitos in vitro
derivados de activación artificial es muy similar que el
de los ovocitos derivados de fertilización in vivo (14).
La FIV es una técnica para la reproducción asistida
de mamíferos basada en el cocultivo de
espermatozoides y óvulos en condiciones controla-
das para generar huevos que inicien el desarrollo
embrionario con fines de reproducción, investigación
y producción de animales seleccionados (15). Para
poder fertilizar, un espermatozoide debe estar vivo,
ser móvil y tener una morfología razonablemente nor-
mal (16). Para la FIV la concentración de
espermatozoides y ovocitos tienen una relación de
10,000:1 (17). El uso de embriones porcinos para la
investigación ha aumentado drásticamente debido a
que la generación de cerdos transgénicos, el mejora-
miento genético y la recuperación de cerdos con ca-
racterísticas especiales, requieren una fuente
confiable de embriones desarrollados correctamente
(15). Aunque los ovocitos de cerda sean madurados
in vitro, pueden ser penetrados por el espermatozoi-
de en condiciones adecuadas, con bajos índices de
formación pronuclear y alta incidencia de polispermia,

lo que ocasiona un bajo potencial de desarrollo des-
pués de la fecundación (18).

El propósito del presente trabajo fue comparar los
dos procedimientos de obtención de ovocitos (pun-
ción y corte) para corroborar la técnica más eficaz en
cuanto a rapidez en la colección, cantidad y calidad
de los ovocitos recuperados para su maduración , fer-
tilización y desarrollo in vitro.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se realizaron 5 ensayos, a partir ovarios de cerda
provenientes del rastro. Los mismos fueron deposita-
dos en  termo con 500 mL de NaCl al 0.9 %,  y preser-
vado con antibiótico antimicótico (Penicilina 10,000
U.I./mL, Estreptomicina 10,000 microgramos/mL y
Amfotericina B 25 microgramos/ml.)  Se transportaron
al laboratorio a una temperatura entre 25 y 30ºC, según
Ducolomb et al., (12) y Özturkler (3),  en un tiempo no
superior a dos horas según Abeydeera, (4) Una vez en
el laboratorio los ovarios se lavaron 3 veces, con la solu-
ción señalada a temperatura ambiente.

Los COCs obtenidos por el método de punción, fue-
ron aspirados de folículos de 3 a 5 mm, con una jerin-
ga de 10 mL y aguja (Needle) de 1 ½   calibre 1.20 mm
x 38 mm, el contenido de las jeringas  se vertió en
tubos cónicos de 50 mL estériles, se dejo sedimentar
media hora, para la extracción del sobrenadante,  y
lavados del mismo  con medio (TL-HEPES-PVA) con
intervalos de 15 minutos para  la sedimentación, se
obtuvo del fondo del tubo el paquete celular. Este se
depositó en una caja Petri donde se procedió a buscar
y seleccionar los ovocitos con citoplasma uniforme, y
rodeados de una masa compacta de células del cú-
mulo, de acuerdo a lo propuesto por Casas et al., (19)
y Ducolomb et al. (12).

Para obtener los COCs mediante el método de cor-
te, con una hoja de bisturí estéril se realizaron cortes
sucesivos tanto longitudinales como transversales en
los folículos de 3 a 5 mm, del mismo tamaño que los
del método de punción, después de cortar se aplicó
medio TL-HEPES-PVA para lavar la superficie de los
ovarios en forma similar a lo reportado por Özturkler,
(3). El fluido resultante se depositó en una caja Petri y
se vertió en tubos cónicos de 50 mL estériles, poste-
riormente se dejó sedimentar media hora, se extrajo el
sobrenadante y se hicieron tres lavados posteriores
con el mismo medio a intervalos de 15 minutos. El
paquete celular se depositó en una caja Petri donde
se procedió a la búsqueda y selección de ovocitos con
citoplasma uniforme, y rodeados de una masa com-
pacta de células del cúmulo, de acuerdo a lo propues-
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to por Casas et al. (19) y Ducolomb et al. (12).

El cultivo in vitro se realizó de acuerdo a lo pro-
puesto por Casas et al. (19) y Ducolomb et al. (12).
Los COCs fueron clasificados en dos grupos de acuer-
do al método de obtención: Grupo 1: obtenidos por el
método de punción y Grupo 2: obtenidos por el méto-
do de corte. Una vez obtenidos los COCs, se lavaron
tres veces con medio comercial de maduración TCM-
199 con sales de Earle, L-Glutamina y bicarbonato de
sodio libre de proteínas (IN VITRO, México), suple-
mentado con D-glucosa, Piruvato de Sodio, PVA,
Cisteína, EGF, FSH y LH, estas últimas Merional
(IBSA), correspondiente a 10 ìl/ml. y para su cultivo in
vitro  fueron colocados en placas  de 4 posillos (Nunc)
con 500 µl de medio de maduración, cubierto con acei-
te mineral (Sigma), posteriormente se incubaron a
38.5º C, con 5 % de CO2 acorde con Coy y Romar (6),
Muñoz (15), Yoshida et al. (25)  en aire y humedad a
saturación por 44 horas como lo describen Ducolomb
et al. (12), Marchal et al. (24), Rath et al. (26).

Después de la MIV, las células del cúmulo fueron
removidas con 300 µl de hialuronidasa al 0.1 %. Los
ovocitos de los dos tratamientos se agruparon, unos
fueron utilizados para evaluar la maduración y otros
fueron fertilizados. La maduración fue observada
mediante la técnica de orceína acética al 1 % en áci-
do acético  al 45 %. Para lo cual se colocaron entre
un porta objetos y un cubre objetos para fijarlos con
ácido acético y etanol  (1:3) por 48 horas. Para la fer-
tilización los ovocitos fueron desnudados y lavados
dos veces en gotas de 500 ìl de medio de madura-
ción (TCM-199 suplementado) y tres veces en gotas
de 500 µl en medio amortiguador con Tris (TBM), pos-
teriormente se procedió a hacer la FIV (Grupo control
para cada uno de los métodos), para lo cual se utilizó
semen comercial (sin marca) diluido y refrigerado a
160C, en una placa de 4 posillos se colocaron de 40 a
50 ovocitos, en gotas de 50 µl de medio TBM  cubier-
tas con aceite mineral, a las cuales se adicionaron 50
µl de una solución que contenía una concentración
final de 5x105 espermatozoides por mL, la incubación
fue a una temperatura de 38.5º C, con 5 % de CO2  en
aire y humedad a saturación, por 5 horas, trascurrido
este tiempo fueron cambiados a medio de desarrollo
embrionario, para lo cual se lavaron tres veces en
gotas de 50 µl de medio North Carolina State
University-23 (NCSU-23) suplementado con  BSA li-
bre de ácidos grasos al 0.4 % y fueron transferidos a
gotas de 500 ìl del mismo medio cubiertas con aceite
mineral en placas de cuatro pocillos, y se incubaron
en las mismas condiciones durante 72 horas.

La fertilización fue evaluada mediante el desarrollo

embrionario y fueron observados en un microscopio
invertido a 400X, los resultados se analizaron median-
te la prueba de chi-cuadrado de independencia con
comparación de proporciones (20,21).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Se colectaron 360 ovarios, de los cuales fueron re-
cuperados 1331 ovocitos, de estos 670  fueron obteni-
dos por punción y 661 por corte de folículos. Los COCs
se clasificaron en dos grupos para evaluar maduración:
Grupo 1, del método de punción, fueron madurados in
vitro y fijados 302 ovocitos, los resultados de madura-
ción se muestran en la Tabla 1. El Grupo 2, del método
de corte, fueron madurados in vitro y fijados 294
ovocitos, los resultados de la maduración se muestra
en la Tabla 2. Para evaluar la maduración los ovocitos
se clasificaron de la siguiente manera; aquellos sin
cromatina visible o con vesícula germinal como “no
maduros”, los que presentaron cromatina condensada
o metafase I se consideraron “en proceso de madura-
ción” y aquellos ovocitos con cuerpo polar y metafase
II como “maduros”.

Por otra parte el Grupo control, 368 ovocitos del
método de punción y 367 del método de corte, pre-
viamente madurados in vitro fueron fertilizados y cul-
tivados in vitro, el número de embriones obtenidos en
cada grupo se presenta en la Tabla 3.

Las tablas 1, 2 y 3 demuestran que no hubo dife-
rencias para los indicadores evaluados (maduración
in vitro, ovocitos fertilizados y embriones) en ambos
grupos.

En el presente trabajo con el método de punción
de folículos de 3-5 mm la maduración in vitro de los
COCs cultivados fue de 32.1% (Tabla 1), inferior al
78% reportado por Yoshida et al. (26), al puncionar
folículos del mismo diámetro; Ducolomb et al. (12),
obtuvieron 82%. Otros autores al puncionar folículos
de 3-6 mm reportan un porcentaje mayor de madura-
ción in vitro; Arlotto et al. (22), citan 70 a 76%, de los
COCs obtenidos de la periferia del ovario y de 13 a
57%, en los obtenidos de la corteza del ovario, estos
autores observaron  que el tamaño del ovocito (95 a
134 µm) no afectó el porcentaje de maduración cuan-
do  fueron obtenidos de la periferia del ovario, en tan-
to que los ovocitos del mismo tamaño pero obtenidos
de los folículos ubicados en la corteza del ovario la
maduración fue menor;  Abeydeera (4), obtuvo el 82%
de maduración, pero al referirse al cerdo menciona
que es más bajo el porcentaje de maduración de los
ovocitos de folículos menores a 3 mm que los de 6mm
y ha observado que en los obtenidos de folículos de 3
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a 6 mm, sólo 16 a 38%  presentan expansión de las
células del cúmulo, por lo que considera que la capa-
cidad de desarrollo se adquiere realmente en el ovocito
cuando realiza la aspiración; la diferencia obtenida en
el porcentaje de maduración puede deberse al tama-
ño de los folículos que se puncionaron.  Existe la po-
sibilidad que al momento de puncionar folículos de 3

mm se obtengan COCs de la corteza ovárica y no de
la periferia, influyendo en los resultados de madura-
ción in vitro.

La maduración en los COCs obtenidos por el mé-
todo de corte fue de 32% (Tabla 2), diversos estudios
han evaluado la maduración bajo diferentes protoco-
los, así tenemos que utilizando el mismo procedimien-

TABLA 1. Maduración in vitro de ovocitos obtenidos por el método de punción./ In vitro maduration of ovocytes 
obtained by punction methods 
 

MÉTODO DE PUNCIÓN 
No maduros En proceso de maduración Maduros 

 
Ensayo Ovocitos 

fijados Ovocitos % Ovocitos % Ovocitos % 
1 80 21 26.2 32 40.0 27 33.7 
2 54 17 31.5 20 37.0 17 31.5 
3 55 16 29.0 21 38.2 18 32.7 
4 54 18 33.3 19 35.1 17 31.4 
5 59 21 35.6 20 33.9 18 30.5 

Total 302 93 30.8 112 37.0 97 32.1 
 

TABLA 2. Maduración in vitro de ovocitos obtenidos por el método de corte./ In vitro maduration of ovocytes obtained 
by cutting methods  
 

MÉTODO DE CORTE 
No maduros En proceso de maduración Maduros 

 
Ensayo Ovocitos 

fijados Ovocitos % Ovocitos % Ovocitos % 
1 86 28 33 34 40 24 28 
2 50 18 36 19 38 13 26 
3 50 15 30 22 44 13 26 
4 58 16 28 17 29 25 43 
5 50 13 26 17 34 20 40 

Total 294 90 31 109 37 95 32 
 
 

TABLA 3. Ovocitos fertilizados y embriones obtenidos por los métodos de punción y corte./ Ovocytes fertilized and 
embryos obtained by puntion and cutting methods  
 

MÉTODO DE PUNCIÓN MÉTODO DE CORTE Ensayo 
Ovocitos 

Fertilizados 
Embriones % Ovocitos 

Fertilizados 
Embriones % 

1 78 10 12.8 78 10 12.8 
2 78 9 11.5 77 8 10.3 
3 78 9 10.3 78 8 10.3 
4 67 6 8.9 67 5 8.2 
5 67 6 17.3 67 5 16.3 

Total 368 40 11.8 367 36 11.2 
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to de corte; Motlik et al. (8), obtuvieron COCs a partir
de folículos pequeños de 0.3 a 0.7 mm, de 0.8 a 1.6
mm, de 1.7 a 2.2 mm, y de 3 a 5 mm, con porcentajes
de maduración de 0%, 17%, 50% y 76%, respectiva-
mente. Al respecto mencionan que para completar la
meiosis no es únicamente el tamaño ya que el tiempo
de incubación es determinante, en la incubación por
24 horas obtuvieron el 8% y por 48 horas el 76% de
maduración en ovocitos obtenidos de folículos de 3 a
5 mm; Bjerregaard et al.  (23), observaron para los
mismos diámetros foliculares el 21%, 27% y 20% de
maduración; Wu et al., (1), de folículos de 1 a 3 mm
(folículos preantrales) encontraron el 51% de madu-
ración, lo cual indica que el tamaño del folículo al
momento de cortar es importante para la maduración
de los ovocitos in vitro; Marchal et al. (24), de folículos
de <3 mm, 3-5 mm y >5 mm, obtuvieron 44%, 77% y
86% de maduración respectivamente. Se señala ade-
más que la competencia para alcanzar la meiosis del
ovocito es en folículos con un diámetro de 3 mm o
más. Los resultados diferentes de maduración pue-
den ser consecuencia del tamaño de los folículos que
se cortaron ya que en los de 3 mm puede existir la
posibilidad de que al igual que los obtenidos por pun-
ción se obtengan COCs de la corteza ovárica y no de
la periferia, lo que influye en los resultados de madu-
ración in vitro.

La maduración obtenida en los dos métodos utili-
zados fue similar, aunque inferior a lo reportado por
Özturkler (3), quien obtuvo un porcentaje de 95% y
menciona que ésta fue similar entre los folículos
puncionados de 2-5 mm y folículos cortados de 4-6
mm. Se supone que los COCs obtenidos por corte
son de mejor calidad por no estar expuestos al daño
que ocasiona el proceso de succión como lo reporta
Muñoz (15), lo cual no fue manifiesto en el presente
trabajo, posiblemente debido a que se aplicó el mis-
mo procedimiento de selección para los dos grupos
(punción y corte).

En general se considera de acuerdo con Arlotto et
al que la maduración puede variar dependiendo del
lugar en donde se ubicaron los folículos al momento
del estudio.

En cuanto a los embriones no hubo diferencia en
el porcentaje obtenido por punción 11.8% o corte
11.2% (Tabla 3). Aunque son inferiores a los reporta-
dos por otros autores que usaron el procedimiento de
punción entre ellos encuentra: Abeydeera (4), obtuvo
el 38%; Ducolomb et al. (12), obtuvieron 70% y Yoshida
et al. (25), obtuvieron 24%. Por otra parte usando el
procedimiento de corte los porcentajes de fertilización
son diferentes a los reportados por Marchal et al., (24),

quienes encontraron 53%, 73% y 77% de fertilización
y 3%, 14% y 23% de blastocistos en folículos de <3
mm, 3-5 mm y >5 mm, respectivamente y Wu et al.
(1), observaron 13% de blastocistos. La diferencia se
atribuye al menor por ciento  de maduración obtenido
en este estudio.

Se concluye que la eficiencia es igual en los dos
procedimientos de obtención de ovocitos de cerda
(punción y corte) para maduración y desarrollo em-
brionario in vitro, se sugiere obtener ovocitos de
folículos de 3 a 5 mm que se encuentren en la perife-
ria del ovario, ya que estos tendrán mejor capacidad
para continuar con su maduración y desarrollo  in vitro.
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