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RESUMEN 

La maduración in vitro de ovocitos ha emergido como una herramienta de vanguardia que 

contribuye a la reproducción asistida y el mejoramiento genético del ganado. El objetivo de este 

estudio fue evaluar la eficiencia de maduración in vitro de ovocitos bovinos mediante el uso de 

un medio experimental y un medio comercial. La metodología se basó en un enfoque descriptivo-

explicativo y un diseño experimental e inductivo de investigación. Se diseñaron 2 tratamientos: 

uno con medio experimental (A) y otro con medio comercial (B); cada tratamiento tuvo 6 réplicas, 

cada una conformadas por 10 ovocitos. La fase de experimentación contempló desde la 

recolección y transporte de ovarios bovinos, hasta la valoración de los ovocitos maduros. Para el 

análisis de datos se empleó estadística descriptiva, así como pruebas de chi-cuadrado y t-student. 

El análisis económico consideró la eficiencia técnica experimental y análisis de relación costo 

beneficio. Los resultados demuestran que el número promedio de ovocitos maduros fue de 8 

unidades para ambos medios, mostrando una eficiencia técnica experimental del 80%. Las pruebas 

Chi-cuadrado y t-student no reflejaron diferencias significativas en los dos tratamientos (p-valor 

> 0.05). Los ovocitos maduros se mostraron bien organizados con estructuras uniformes de color 

y textura homogéneas. El costo asociado al medio de maduración experimental y comercial fue 

de 0,89 y 3,60 USD respectivamente. La relación costo-beneficio indicó que el medio 

experimental logró aproximadamente 53 ovocitos maduros por dólar invertido, mientras que el 

medio comercial solamente 13 ovocitos, demostrando un mayor retorno de inversión en el medio 

experimental. En síntesis, la implementación del protocolo experimental demostró que el medio 

de maduración experimental ajustado presenta un desempeño similar al comercial, en cuanto a 

idoneidad para inducir la maduración in vitro de ovocitos, y una mejor rentabilidad económica.

Palabras claves: Ovocitos bovinos, biotecnología reproductiva, cultivo celular, maduración in 

vitro. 



    
 

ABSTRACT 

In vitro oocyte maturation has emerged as a cutting-edge tool contributing to assisted 

reproduction and genetic improvement of livestock. The objective of this study was to evaluate 

the in vitro maturation efficiency of bovine oocytes using an experimental medium and a 

commercial medium. The methodology was based on a descriptive-explanatory approach and 

an experimental and inductive research design. Two treatments were designed: one with 

experimental medium (A) and another with commercial medium (B); each treatment had 6 

replicates, each consisting of 10 oocytes. The experimental phase included the collection and 

transportation of bovine ovaries and the evaluation of mature oocytes. Descriptive statistics and 

chi-square and student t tests were used for data analysis. The economic analysis considered 

experimental technical efficiency and cost-benefit analysis. The results show that the average 

number of mature oocytes was 8 units for both media, showing an experimental technical 

efficiency of 80%. The Chi-square and Student t tests did not reflect significant differences 

between the two treatments (p-value > 0.05). Mature oocytes were well organized with uniform 

structures of homogeneous color and texture. The costs associated with the experimental and 

commercial maturation media were $0.89 and $3.60, respectively. The cost-benefit ratio 

indicated that the experimental medium yielded approximately 53 mature oocytes per dollar 

invested, while the commercial medium yielded only 13 oocytes, demonstrating a higher return 

on investment for the experimental medium. In summary, the implementation of the 

experimental protocol demonstrated that the adjusted experimental maturation medium presents 

a performance similar to the commercial one, in terms of suitability for inducing in vitro oocyte 

maturation, and better economic profitability. 

Keys words: Bovine oocytes, reproductive biotechnology, cell culture, in vitro 

maturation. 



    
 

CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

1.1.      PROBLEMÁTICA 

La reproducción animal es fundamental en la industria agropecuaria, donde la eficiencia 

reproductiva es la clave para el éxito biológico y económico, y en el ganado bovino, la 

obtención de crías de alta calidad genética garantiza la productividad y rentabilidad del sector 

(Mancheno-Herrera y colaboradores, 2024). La maduración in vitro (MIV) de ovocitos 

realizada en condiciones controladas de laboratorio, ha emergido como una herramienta de 

vanguardia en la biotecnología reproductiva y la reproducción asistida, su impacto ha 

trascendido los limites convencionales, revolucionando distintas áreas, al posibilitar el 

desarrollo ovárico fuera del organismo animal (Behera, 2023). 

La MIV siendo un proceso clave en la biotecnología reproductiva, las tasas de 

maduración aun presentan limitaciones debido a factores como la calidad de los ovocitos, la 

composición del medio de maduración y las condiciones del proceso. Esto ha impulsado la 

búsqueda de formulaciones alternativas más accesibles y efectivas (Sjunnesson, 2020). 

El avance en las técnicas de MIV requiere no solo de conocimiento biológico, sino 

también de estrategias que permitan reducir la dependencia de insumos de alto costo. Es así que 

muchos laboratorios enfrentan desafíos al replicar condiciones estables de cultivo debido a la 

escasa disponibilidad de medios alternativos que cumplan con criterios de calidad, esto ha 

generado interés por desarrollar propuestas que integren componentes accesibles y 

procedimientos adaptados, permitiendo evaluar la maduración ovocitaria desde una perspectiva 

practica y coherente con las condiciones de cada entorno de trabajo (Molina-Pinto, 2023). 



    
 

Aunque existen medios comerciales diseñados para este propósito, su alto costo y la 

variabilidad en la respuesta de los ovocitos, la combinación de nutrientes, factores de 

crecimiento y hormonas en el medio de maduración juegan un papel clave en el desarrollo de 

estos, por lo que es esencial evaluar distintas formulaciones para determinar su impacto (Ferré 

y colaboradores, 2020).  

La posibilidad de ajustar la composición de los medios de cultivo se plantea como una 

opción valiosa para aumentar la eficiencia y sostenibilidad de la MIV en bovinos. 

Investigaciones previas han evidenciado que la modificación de las concentraciones de ciertos 

componentes en los medios de maduración puede mejorar los resultados sin afectar la calidad 

embrionaria (Tinoco y colaboradores, 2024). No obstante, aún existe un vacío en cuanto a 

estudios que comparen directamente la efectividad de medios comerciales frente a 

formulaciones personalizadas bajo condiciones específicas (Molina-Pinto, 2023). 

En este contexto, la importancia del presente estudio es crucial para optimizar la MIV 

de ovocitos bovinos, considerando que al mejorar esta técnica permitirá incrementar la 

eficiencia reproductiva y la obtención de embriones de calidad. Según Cívico-Vallejos y 

colaboradores, (2022), la capacidad de desarrollo del ovocito es esencial para superar con éxito 

las diferentes etapas de desarrollo embrionario, lo que tiene un impacto directo en la 

biotecnología reproductiva. Por lo tanto, este trabajo experimental contribuirá al avance en la 

aplicación de tecnologías innovadoras en reproducción asistida. 

Ante lo expuesto previamente, el propósito de este estudio fue el de analizar como el 

ajuste de los componentes de un medio de maduración experimental influyen en la tasa de 

maduración y la calidad de los ovocitos, identificando así opciones viables tanto a nivel técnico 

como económico.  



    
 

1.2.      ANTECEDENTES 

La MIV de ovocitos bovinos ha sido objeto de numerosos estudios debido a su potencial 

para mejorar la eficiencia reproductiva en la ganadería. Diversas investigaciones han destacado 

que la composición del medio es un factor crucial para la calidad y tasa de maduración de los 

ovocitos. 

Contreras-Jeronimo, (2023) realizó su investigación con el objetivo de determinar la 

tasa de maduración in vitro de ovocitos bovinos a diferentes tiempos de cultivo (18, 20, 22, y 

24 horas), considerando diámetros foliculares de 2-4mm y 5-8mm, así como las técnicas de 

extracción por slin y aspiración. Los resultados evidenciaron significancia estadística para las 

variables cantidad, calidad y viabilidad de los ovocitos, en función del diámetro folicular y la 

técnica empleada. Se concluyó que los mejores porcentajes de maduración in vitro se 

obtuvieron entre las 22 y 24 horas de cultivo, con promedios de 8.12 ± 3.5 y 16.2 ± 6.84b. El 

diámetro folicular más favorable fue el de 2–4 mm, con un promedio de 17.6 ± 9.13, mientras 

que la técnica de aspiración presentó mejores resultados, con un promedio de 19.0 ± 7.55. 

Por otro lado, Mejía-Flores et al., (2023), utilizaron el medio TCM-199 como base para 

el cultivo de ovocitos bovinos, complementado con suero fetal bovino, FSH, hCG, gentamicina 

y piruvato de sodio, bajo condiciones controladas, con el objetivo de confirmar su efectividad 

en la maduración in vitro. Los ovocitos fueron obtenidos por aspiración folicular y 

seleccionados según criterios de calidad propuesto por la IETS. La madurez se determinó 

inicialmente por la presencia del primer cuerpo polar y fue confirmada mediante la tinción de 

Hoechst. Los resultados mostraron un 88% de expansión del cúmulo y un 72,7% de ovocitos 

maduros, lo que respalda la eficiencia del medio TCM-199 y resalta la importancia de utilizar 

técnicas confiables para evaluar cada etapa del proceso.  



    
 

En el mismo sentido, Lino-Magaña y Chasi-Olivares, (2021), emplearon una versión 

modificada del TCM-199, en el que prepararon placas de cultivo con microgotas flotantes, 

cubiertas con aceite mineral y equilibradas en condiciones controladas de 38, °C, 5% de CO2 y 

alta humedad relativa. Los ovocitos que seleccionaron se incubaron durante 24 horas, luego 

llevaron a cabo la activación partenogenética. El uso del TCM-199 Parker permitió evaluar 

tasas de clivaje, apoptosis y desarrollo embrionario hasta el día ocho de cultivo, evidenciando 

su eficacia en la producción de embriones partenogenéticos. 

Por su parte, Espin -Vargas, (2018), evaluó la MIV de ovocitos bovinos utilizando Suero 

de Vaca en Celo (SVC) y Suero Fetal Bovino (SFB), utilizó 200 muestras de ovarios bovinos 

post-mortem, distribuidas en dos grupos, T1 y T2, con 100 ovarios cada uno. Los resultados 

mostraron que el tratamiento T2, con FBS presentó una media de maduración de 48,23%, 

superior al 41,81% del T1 con SVC, con una diferencia estadística altamente significativa 

(p<0,05). Además, T2 mostró mayores números de ovocitos madurados. Estos resultados 

sugieren que el FBS mejora la maduración de ovocitos bovinos en comparación con SVC. 

1.3.      DELIMITACIÓN 

1.3.1. Delimitación geográfica 

La presente investigación se llevó a cabo en el cantón Cuenca, provincia del Azuay, 

Ecuador. La recolección de los ovarios bovinos se realizó en el camal municipal de la ciudad.  

1.3.2. Delimitación sectorial 

Los ensayos se realizaron en los laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad 

Politécnica Salesiana, Sede Cuenca. 



    
 

1.4.      OBJETIVOS 

1.4.1. Objetivo General 

- Evaluar la eficiencia de maduración in vitro de ovocitos bovinos mediante el uso de 

un medio experimental y un medio comercial. 

1.4.2. Objetivos Específicos 

- Implementar un protocolo ajustando un medio experimental en comparación con un 

medio comercial para observar las condiciones que influyen en la calidad de 

maduración. 

- Analizar los resultados experimentales utilizando herramientas estadísticas para 

determinar la eficiencia a través de las tasas de maduración del medio experimental 

frente al medio comercial. 

- Realizar un análisis económico comparativo entre el medio experimental y el medio 

comercial, evaluando la relación costo-beneficio para determinar la viabilidad 

económica de las dos formulaciones. 

1.5.      Hipótesis 

El uso del medio experimental para la maduración in vitro de ovocitos bovinos permite 

obtener tasas de maduración equivalentes o superiores a las obtenidas con un medio comercial, 

además de representar una alternativa económicamente viable. 

 

 

 



    
 

CAPÍTULO 2 

MARCO TEÓRICO 

2.1.     Desarrollo y maduración de ovocitos in vivo 

El desarrollo y la maduración de los ovocitos bovinos es un proceso complejo 

delimitado por diversos factores entre los que se destacan los fisiológicos y hormonales. Los 

ovocitos se logran formar durante la embriogénesis y su maduración ocurre dentro de los 

folículos ováricos donde reciben estímulos hormonales, además, se destaca que tan solo una 

pequeña fracción de estos alcanza la capacidad de desarrollo para la fecundación. El proceso 

finaliza con la ovulación de un ovocito con la capacidad plena para el proceso de fecundación 

(Roelen, 2020).  

La Figura 1 ilustra los procesos que ocurren durante el crecimiento y la maduración de 

los ovocitos, la ovulación, la fertilización y el desarrollo embrionario temprano dentro del 

oviducto, que finalmente conducen al blastocisto, que ya ha ingresado al útero (Wrenzycki, 

2018). 

 
Figura 1. Crecimiento y maduración de los ovocitos, fertilización y desarrollo embrionario 

temprano. Fuente: Tomado de Wrenzycki, (2018). 



    
 

2.2.      Maduración in vitro 

La MIV de ovocitos en animales es una técnica de reproducción asistida que consiste 

en la recolección de ovocitos inmaduros de ovarios, los cuales son cultivados en un medio 

controlado hasta alcanzar su maduración fuera del organismo. Este proceso permite que los 

ovocitos logren un nivel de desarrollo adecuado antes de ser utilizados en procedimientos de 

fertilización in vitro o en la preservación de la fertilidad. La MIV ha avanzado en los protocolos 

de cultivo, derivados de estudios realizados en animales y humanos. Esta técnica es 

particularmente útil en casos de estimulación ovárica mínima o nula (Gilchrist y Smitz, 2023) 

(ver Figura 2). 

 
Figura 2. Desarrollo de ovocitos y embriones bovinos tempranos de origen in vivo e in vitro. 

Fuente: Tomado de Wrenzycki, (2018). 

La maduración ovocitaria comprende dos fases: la maduración nuclear y citoplasmática. 

La maduración nuclear comprende la reanudación de la meiosis, desde la ruptura de la vesícula 

germinal hasta la metafase II, y puede evaluarse de forma no invasiva determinando la extrusión 



    
 

del primer cuerpo polar. En la maduración citoplasmática intervienen múltiples procesos, entre 

ellos el metabolismo, la función y localización mitocondrial, la reducción de radicales de 

oxígeno, la acumulación de folistatina, la programación epigenética, la comunicación entre las 

células del cúmulo y el ovocito, y la secreción de factores de crecimiento derivados del ovocito 

(Sirard, 2016, citado en Wrenzycki, 2018). 

2.3.  Ventajas y aplicaciones de la maduración in vitro 

La maduración in vitro bovina ofrece importantes ventajas y diversas aplicaciones en la 

biotecnología reproductiva, lo cual permite la recolección y maduración de los ovocitos fuera 

del animal, facilitando la conservación de los recursos genéticos (Ferré y colaboradores, 2020). 

Seguidamente se describen los principales beneficios y aplicaciones. 

− Aumento de la producción embrionaria: Facilita la mejora genética y permite 

la producción de 50 a 100 embriones por hembra al año, lo que aumenta 

significativamente el rendimiento de las crías (Reis Silva y colaboradores, 

2017).  

− Condiciones de cultivo optimizadas: Los avances en los medios de 

maduración, incluidas las soluciones sin suero, han mejorado la calidad de la 

maduración de los ovocitos y las tasas de desarrollo embrionario (Fernández-

Montoro y colaboradores, 2023). 

− Cría de animales: Esta técnica es fundamental para acelerar el progreso 

genético permitiendo seleccionar rasgos genéticos en el ganado (Shilpa Doultani 

y colaboradores, 2024). 



    
 

− Esfuerzos de conservación: Permite preservar especies bovinas en peligro de 

extinción al facilitar el proceso y desarrollo de maduración de ovocitos de 

poblaciones limitadas (Shilpa Doultani y colaboradores, 2024). 

− Investigación y desarrollo: Fundamental para estudiar la biología reproductiva 

y desarrollar nuevas aplicaciones biotecnológicas (Ferré y colaboradores, 2020). 

2.4.     Medio de maduración 

Un medio de maduración está formado principalmente por elementos fundamentales 

como agua y nutrientes, a los cuales se deben incorporar diversos factores de crecimiento 

específicos para su desarrollo (Bonnet y colaboradores, 2020). Hoy en día, se dispone de una 

amplia variedad de medios de cultivo, que incluyen tanto medios líquidos o caldos o medios 

solidificados con agar, dentro de estos se encuentran los medios enriquecidos, selectivos, 

diferenciales y especializados (Caycedo-Lozano y colaboradores, 2021). 

2.5.      Tasa de maduración 

Esta hace referencia al porcentaje de células que alcanzan el estado de madurez 

adecuado, generalmente la fase de metafase II, luego de haber sido cultivado en un medio de 

maduración durante un tiempo determinado (Tur-Kaspa y colaboradores, 2024). Este indicador 

permite evaluar la eficiencia del medio y de las condiciones experimentales empleadas en el 

proceso de MIV, se trata de un criterio fundamental en estudios de reproducción asistida, ya 

que refleja el potencial del protocolo para obtener resultados competentes (Practice Committees 

of the American Society for Reproductive Medicine, 2021). 



    
 

2.6.      Medio TCM-199 

Según Mancheno-Herrera y colaboradores, (2024) destacan que este medio de 

maduración incluye antioxidantes como el glutatión y el ácido ascórbico, que protegen al 

ovocito de los daños causados por los radicales libres durante la fertilización. Por su parte, 

Rodríguez Suástegui, (2012), señalan que el medio comercial TCM-199, ampliamente utilizado 

en la MIV, es efectivo y ofrece resultados satisfactorios cuando se complementa con suero o 

derivados animales. Además, este medio también es utilizado ampliamente para el lavado de 

ovocitos, esto por su particular composición equilibrada, lo que favorece la viabilidad celular 

(Silva y colaboradores, 2022; Sithole y colaboradores, 2023; Wei y colaboradores, 2022). 

2.7.      Suero Fetal Bovino 

El SFB se obtiene de embriones de vaca y contiene entre 200 y 400 proteínas distintas, 

además de miles de metabolitos de moléculas pequeñas en concentraciones variables, en los 

últimos años, la calidad de este suero ha mejorado considerablemente gracias a exhaustivas 

pruebas y mejoras en los procesos de obtención (Gu y colaboradores, 2023). Es el suplemento 

más empleado en cultivo celular, debido a su composición compleja suministra los nutrientes 

esenciales necesarios para el correcto crecimiento de las células (Preciado-Gutiérrez y 

colaboradores, 2023). 

2.8.      Piruvato de sodio 

El piruvato de sodio ha sido evaluado como componente en medios de MIV de ovocitos 

en humanos, animales de laboratorio y especies de reproducción. Este compuesto enérgico 

estaría implicado en la regulación de la progresión meiótica y en la conservación de la 

viabilidad de ovocitos que han sido privados de células de cúmulo, las cuales constituyen su 

principal fuente in vivo, aunque su mecanismo de acción no se comprende completamente, se 



    
 

considera que su función principal es servir como fuente de energía para la respiración celular 

(Alcantara da Silva y colaboradores, 2024). 

2.9.      Gonadotropinas 

El uso de gonadotropinas como la FSH y LH en la MIV continúa siendo un tema de 

debate, especialmente en lo que respecta a su influencia directa en la maduración ovocitaria, la 

fertilización y el desarrollo embrionario. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que 

la ausencia de estas hormonas en el medio reduce las tasas de maduración.  Asimismo, la 

incorporación combinada de suplementos, incluida las gonadotropinas, ha demostrado efectos 

positivos en el desarrollo inicial y numero de células maduradas tanto en modelos bovinos como 

en humanos y murinos (Quispe-Gutierrez y colaboradores, 2019). 

2.10.    Sulfato de gentamicina 

El sulfato de gentamicina actúa inhibiendo el crecimiento de baterías, al interferir con 

la síntesis de proteínas bacterianas. Su efectividad ha sido comprobada en combinación con 

otros suplementos y antibióticos, como el clorhidrato de oxitetraciclina, demostrando una alta 

capacidad para prevenir la proliferación bacteriana en medios de cultivo (Fan y colaboradores, 

2022). 

El uso de la gentamicina se ha asociado con una mejora de las tasas de escisión 

embrionaria y de formación de blastocistos. Sin embargo, unas concentraciones excesivas de 

gentamicina o una exposición prolongada podrían provocar efectos citotóxicos y afectar al 

desarrollo en general, pues, concentraciones bajas pueden ser beneficiosas, mientras que niveles 

altos podrían dificultar la maduración y la viabilidad embrionaria (Asimaki y colaboradores, 

2022).  



    
 

2.11.    Ovocitos 

El ovocito constituye una célula de gran tamaño que posee un núcleo voluminoso, 

altamente activo a nivel transcripcional, conocido como vesícula germinal. Su citoplasma es 

abundante en orgánulos y proteínas. La función principal del ovocito durante su desarrollo es 

producir todos los componentes esenciales para garantizar el éxito de ovulación (Strauss y 

Williams, 2019) (ver Figura 3). La presencia de estructuras como el cuerpo lúteo y el folículo 

dominante en los ovarios afecta a la calidad de los ovocitos, observándose una mayor frecuencia 

de folículos más pequeños en las muestras obtenidas en mataderos (Bosch, 2023). 

 

Figura 3. Ovocito bobino. Fuente: Tomado de Cortés-Escobar y colaboradores, (2024). 

 

2.12.  Calidad de los ovocitos 

La calidad del ovocito afecta el éxito de la MIV, la fertilización y el desarrollo del 

embrión. Los complejos cúmulo-ovocito (COC) se seleccionan para la MIV según parámetros 



    
 

morfológicos, que incluyen las células del cúmulo y la apariencia del citoplasma del ovocito 

(Bahrami y Cottee, 2022) (ver Figura 4).  

La calidad más saludable del COC (Clase I) se relaciona con una cubierta completa del 

cúmulo con varias capas de células compactas; la calidad media (Clase II) tiene solo una 

cubierta parcial del cúmulo y/o un cúmulo ligeramente expandido que contiene menos de cinco 

capas de células; por último, una calidad deficiente (Clase III) tiene un citoplasma más oscuro 

y la presencia de manchas oscuras con el cúmulo expandido, todo indicativo de atresia folicular 

(Águila y colaboradores, 2020). 

 
Figura 4.  Complejos cúmulo-ovocito bovinos (COC) tras la extracción del ovario, clasificados 

según su morfología: (A, B) Cobertura completa del cúmulo con varias capas de células 

compactas (indicado con flechas rojas) y ligeramente dispersas (indicado con flechas negras); 

(C) Cobertura parcial del cúmulo y capas de células sueltas con signos de atresia temprana 



    
 

(flecha roja); (D) COC que muestra signos claros de atresia (flecha roja) y un citoplasma 

punteado negro (flecha negra). Fuente: Tomado de Águila y colaboradores, (2020). 

 

2.13.    Principales desafíos biológicos en la MVI que afectan el desarrollo de los ovocitos 

El éxito del uso de la MIV se ve fundamentalmente limitado por tres desafíos biológicos 

fundamentales, los mismos que representan importantes retos científicos para el campo de la 

MIV. Estos desafíos definen las actuales líneas de investigación, cuyo propósito es el obtener 

ovocitos en la metafase II, siendo estos competentes para el desarrollo y con capacidad para 

mantener tasas de embarazo comparables a las logradas mediante superovulación y fecundación 

in vitro (Gilchrist y Smitz, 2023). Los tres desafíos referidos por el autor son: 

− Los ovocitos de los folículos antrales pequeños no son completamente 

competentes para el desarrollo. 

− Los ovocitos son propensos a la maduración precoz espontánea una vez 

extraídos del folículo. 

− Los ovocitos madurados in vitro no están expuestos a la cascada ovulatoria 

completa que induce la maduración de los ovocitos in vivo. 

2.14.    Cámara de incubación: condiciones del cultivo 

Las condiciones de incubación de los ovocitos bovinos son fundamentales para una 

maduración exitosa, en este sentido, estudios han señalado que ciertos factores influyen 

significativamente en los resultados de los procesos de maduración y fertilización in vitro. 

Según Wei y colaboradores, (2022), los ovocitos bovinos deben cultivarse a 39 °C en un 5% de 

CO₂ para una maduración y fertilización óptimas, asimismo, menciona que las temperaturas 

más bajas (37 °C) y los niveles de CO₂ (2,5%) disminuyen las tasas de fertilización. En este 



    
 

mismo contexto, Şen y Kuran, (2018) indican que la incubación a 36,5 °C favorece la 

maduración nuclear sin afectar negativamente al desarrollo embrionario. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    
 

CAPÍTULO 3 

MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1.      MATERIALES 

Durante el proceso experimental se utilizó diversos insumos, materiales de laboratorio, 

equipos y reactivos, que se detallan a continuación: 

3.1.1. Material de laboratorio 

−  Cajas Petri − Pinzas quirúrgicas 

− Cajas estériles para cultivo celular − Tijeras quirúrgicas 

− Espátula − Puntas estériles 

− Luna de reloj − Vasos de precipitado 

− Micropipeta (10-100 y 100-1000 µL) − Varillas 

− Jeringuilla de 20 ml con bisel de 1-1/5  

 

3.1.2. Equipos de laboratorio 

− Placa calentadora − Mechero 

− Baño María − Cámara de flujo laminar 

− Estereomicroscopio   

 

3.1.3. Reactivos químicos 

− Lactato de Ringer − Gentamicina 

− Agua destilada − Aceite mineral 

− TCM-199 − Piruvato de sodio 

− Medio comercial suplementado − Sulfato de gentamicina 

− Hidróxido de sodio − Ácido clorhídrico 



    
 

− Desinfectante / alcohol  

 

3.1.4. Material biológico 

− Ovarios − Suero fetal bovino 

− Liquido folicular − Hormona FSH 

 

3.2.      METODOLOGÍA 

3.2.1. Nivel de investigación 

El estudio se enmarca en un nivel descriptivo-explicativo (Guevara-Alban et al., 2020). 

Descriptivo debido a que se documentará las características y resultados obtenidos durante el 

proceso de MIV de ovocitos bovinos mediante un medio experimental, y explicativo, ya que se 

buscará entender como las modificaciones en los componentes del medio influyen en las tasas 

de maduración, calidad ovocitaria y costos operativos. 

3.2.2. Diseño de investigación  

El diseño de la investigación será de tipo experimental e inductivo (Gamage, 2025), con 

el cual se buscará comparar la eficiencia de maduración in vitro de ovocitos bovinos utilizando 

un medio experimental frente a un medio comercial. Los experimentos se realizarán en 

condiciones controladas en un laboratorio de biotecnología reproductiva. 

3.2.3. Diseño del experimento 

Se estructuró un diseño experimental completamente aleatorio con dos tratamientos y 

seis réplicas por tratamiento. Según Festing, (2020), este tipo de diseño es apropiado cuando se 



    
 

busca evaluar el efecto de los tratamientos sin la influencia de factores externos, y considerando 

que las unidades experimentales son homogéneas.  

3.2.3.1. Variables de estudio 

Se plantearon las siguientes variables de estudio, las mismas permitieron abordar los 

objetivos planteados (ver Tabla 1). 

Tabla 1. Variables de estudio. 

V. Independientes Dimensiones Indicadores 

Medio comercial Composición del medio * Concentraciones propias 
del medio. 

Composición del medio 

experimental de 

maduración. 

Concentraciones de 
componentes y hormonas. 

* Concentración de 
hormonas (FSH, LH). 
* Concentración de 
suplementos (Suero Fetal 
Bovino (SFB), piruvato de 
sodio, sulfato de 
gentamicina). 
 

V. Dependientes Dimensiones Indicadores 

Tasa de maduración (%) Eficiencia de maduración in 
vitro. 

* Porcentaje de ovocitos que 
alcanzan la maduración 
completa. 
* Comparación de la tasa de 
maduración entre el medio 
experimental y el comercial. 

Costo-beneficio 
Evaluación económica del 

medio de maduración. 

* Costo de suplementos 
utilizados en cada medio. 
* Relación costo beneficio 
entre el medio experimental 
y el comercial. 

 

3.2.3.2. Número de tratamientos y réplicas 

Se diseñaron 2 tratamientos (A y B) con 6 réplicas cada uno, conformando un total de 

12 unidades experimentales. Cada replica estuvo conformada por 10 ovocitos dispuestos en 

cada pocillo de una caja estéril para cultivo celular (4 pocillos por placa), sumando un total de 

60 ovocitos por tratamiento y 120 ovocitos en todo el experimento (ver Tabla 2). 



    
 

 

Se detalla lo siguiente: 

− A (medio experimental): ovocitos cultivados en un medio de composición 

ajustada. 

− B (medio comercial): ovocitos cultivados en un medio comercial disponible en 

el mercado. 

Tabla 2. Diseño del experimento. 

Experimento Tratamiento Réplicas 
Ovocitos por 

réplica 

Total, de 

ovocitos 

E1 A 6 10 60 
E2 B 6 10 60 

Total 12 - 120 

 

3.2.4. Experimentación de laboratorio 

La fase experimental en laboratorio se realizó basado en el diseño previamente 

establecido, considerando las condiciones adecuadas de laboratorio. A continuación, se expone 

detalladamente el protocolo empleado durante el desarrollo del experimento. 

3.2.4.1. Recolección y transporte de ovarios bovinos   

Los ovocitos bovinos fueron obtenidos en el camal municipal de la ciudad de Cuenca 

de hembras sacrificadas (ver Anexo 4). En este contexto, Velarde-Choque y Gandarillas-

Espezúa, (2019) afirman que la recolección de ovarios de vacas sacrificadas en el matadero 

proporciona una fuente accesible y económica de ovocitos que provienen de animales en 

diversas fases del ciclo estral. 



    
 

En la recolección de ovarios se consideró los criterios señalados por Espín-Vargas, 

(2018)  y  Lismanto Syaiful y colaboradores, (2024). Se recolectaron 16 ovarios bovinos dentro 

de los primeros 30 minutos posteriores al sacrificio (ver Figura 5). El transporte de los ovarios 

consistió en la colocación de estos en un termo (volumen 500 ml) que contenía una solución de 

lactato de Ringer y gentamicina (0,36 ml/l) temperado a 30°C, hasta llegar al laboratorio. Es 

importante señalar que el intervalo de tiempo entre la recolección de los ovarios y el inicio del 

cultivo de los ovocitos estuvo dentro de las 2 a 3 horas, según lo señalado por  Lismanto Syaiful 

y colaboradores, (2024). 

La recolección de los ovarios se llevó a cabo el día lunes (12/05/2025), miércoles 

(14/05/2025) y viernes (16/05/2025), considerando los criterios señalados previamente, 

evitando el deterioro de los ovarios durante el proceso. 

 
Figura 5. Ovarios bovinos. Fuente: Autores 

 

3.2.4.2. Desinfección de laboratorio  

La desinfección del laboratorio es fundamental para garantizar condiciones seguras para 

el desarrollo del experimento.  En este sentido se tomó en cuenta las directrices brindadas por 



    
 

la Organización Mundial de Salud (OMS, 2005) establecidas en el “Manual de Bioseguridad 

en Laboratorio”. 

3.2.4.3. Preparación de insumos de laboratorio  

Se dispuso de insumos como: Solución de lactato de Ringer, medio de cultivo comercial, 

medio de cultivo experimental, medio TCM 199 y aceite mineral. 

Previo al ingreso de los ovarios al laboratorio, es menester disponer anticipadamente 

todos los insumos y equipos de laboratorio. Se inició encendiendo la incubadora a una 

temperatura de 38°C con una atmósfera de 5% de CO2. Seguidamente se puso en 

funcionamiento el baño maría donde se logró temperar por 2 horas a 38°C la solución de Lactato 

de Ringer, el medio de cultivo comercial, el medio experimental, el medio TCM-199 y el aceite 

mineral, previo a su uso en el proceso de cultivo. 

3.2.4.3.1. Preparación del medio experimental 

Se preparó un medio de maduración, siguiendo lo establecido en protocolos de varios 

estudios (Carazas-Loayza, 2018; Espín-Vargas, 2018; Quispe-Gutierrez et al., 2019), pero con 

ciertas modificaciones en la composición, con el fin de optimizar el proceso de maduración y 

evaluar la eficiencia entre el medio experimental y el medio comercial. A continuación, se 

expone el proceso: 

− Se utilizó 9 ml del medio TCM-199. 

− Se incorporó suero fetal bovino (1 ml) mezclando suavemente para evitar la 

formación de espuma.  

− Se incorporó piruvato de sodio (50 µl) mezclando suavemente para su completa 

disolución. 



    
 

− Para evitar la contaminación bacteriana se incorporó sulfato de gentamicina (5 

µL) mezclando correctamente (Alvarado-Capó et al., 2006). 

− Se añadió hormona folículo estimulante (FSH) (3 mg) y hormona luteinizante 

(LH) (3 mg) a 1 ml de solución salina taponada con fosfato de Dulbecco (PBS) 

que contenga 1 mg/ml de albumina de suero bovino.  

− Se homogeneizó con cuidado, se dividió en alícuotas de 20 µl y se almacenó 

congelada a -20°C. 

− Se verificó que el pH del medio esté en 7,4. 

3.2.4.3.2. Medio comercial 

El medio comercial que se utilizó en este estudio es el denominado “medio esencial 

mínimo (MEM)”. El mismo está suplementado con folltropin, ovidrel, estradiol, cisteamina, 

gentamicina, suero bovino, albúmina bovina, ácido hialurónico, insulina-transferrina-selenio 

(ITS) y factor de crecimiento epidérmico (EGF). 

3.2.4.4. Lavado de ovarios  

Una vez recibidos los ovarios en el laboratorio se procedió a colocarlos en un vaso de 

precipitación de 600 ml (ver Figura 6) que contenía la solución de transporte (lactato de Ringer 

suplementado con gentamicina). Seguidamente, se llevó a cabo el lavado de los ovarios 

eliminando restos de sangre y tejidos conectivos adheridos. Además, con la ayuda de pinzas y 

tijeras quirúrgicas estériles se retiraron las membranas residuales externas. Todo este 

procedimiento asegura la limpieza de los ovarios previo a la recuperación de los ovocitos por  

Lismanto Syaiful y colaboradores, (2024). 



    
 

 
Figura 6. Lavado de ovarios. Fuente: Autores 

 

3.2.4.5. Extracción del líquido folicular de ovarios  

Luego del lavado, se procedió a la extracción del líquido folicular de cada ovario, el 

mismo que fue dispuesto en cajas Petri estériles. Se realizó la aspiración del contenido folicular 

mediante una jeringa con aguja biselada (1-1/2”), mediante punciones evitando realizar 

incisiones, esta técnica permitió recuperar mayor cantidad de ovocitos y en muchos casos, de 

mejor calidad (ver Figura 7). Es importante tener en cuenta que no todos los ovocitos 

recolectados presentan las características idóneas para completar la maduración in vitro (Espín-

Vargas, 2018). 

 
Figura 7. Recuperación de ovocitos. Fuente: Autores 



    
 

3.2.4.6. Selección y lavado de ovocitos  

Una vez obtenidos los ovocitos fueron clasificados con base en criterios morfológicos, 

específicamente según la apariencia de las células del cúmulo y del citoplasma. Esta evaluación 

permitió identificar aquellos ovocitos con mayor potencial de maduración in vitro (Carazas-

Loayza, 2018). 

Leibfried y First, (1979) citado en Maldonado-Castro, (2020), propusieron un sistema 

de clasificación basado en la apariencia de las células del cúmulo y del citoplasma. De acuerdo 

con este enfoque, los ovocitos se agruparon en cuatro categorías distintas según el estado y 

disposición de las células del cúmulo que los rodea: 

− Categoría 1 (Bueno): Ovocitos completamente rodeados por tres capas 

compactas de células de cúmulo. 

− Categoría 2 (Regular): Rodeados parcialmente por tres capas compactas. 

− Categoría 3 (Malo): Rodeados por células del cúmulo expandidas. 

− Categoría 4 (Degenerado): Ovocitos sin cúmulo. 

La selección de ovocitos viables se lo realizó con la ayuda de un estereomicroscopio 

(ver Figura 8). Se procedió a extraer los ovocitos con la ayuda de una micropipeta, y transferidos 

a otra caja Petri para su posterior lavado. Para el lavado de los ovocitos se utilizó el medio TCM 

199, el mismo fue dispensado en cajas Petri, con volumen aproximado de 2 ml y previamente 

temperado a 38°C. 



    
 

   
Figura 8. Recuperación de ovocitos. Fuente: Autores 

3.2.4.7. Inoculación de ovocitos  

En esta fase se inició con la esterilización del área en la campana de flujo laminar, 

rociando etanol al 70% sobre las superficies y permitiendo su secado. Posteriormente, se 

preparó cajas estériles para cultivo celular con su respectiva rotulación (ver Figura 9). 

En cada pocillo de la caja se colocó 75 µl de medio de maduración (medio experimental 

y comercial) previamente temperado a 38°C, y cubierto con aceite mineral estéril para evitar la 

evaporación, asegurando no sobrellenarlas para permitir el equilibrio gaseoso. Seguidamente 

se procede a inocular los ovocitos (10 ovocitos en cada pocillo), cuyas cajas se incubaron a 

38°C con 5% de CO2 y alta humedad durante 24 horas (Espín-Vargas, 2018).  

 
Figura 9. Ovocitos inoculados. Fuente: Autores 



    
 

 

3.2.5. Evaluación de los ovocitos 

La maduración de los ovocitos se evaluó mediante características morfológicas como 

tamaño, color y apariencia del cumulo. Según lo recomendado por Quispe-Gutierrez y 

colaboradores, (2019) se examinó mediante un estereoscópico para registrar cambios en la 

transparencia o pigmentación del citoplasma y la expansión del cúmulo, considerando la 

dispersión de sus células como indicador de maduración. 

3.2.6. Población y muestra 

La población del estudio estuvo conformada por todos los ovocitos bovinos 

potencialmente recuperables de ovarios de vacas sacrificadas en el camal municipal de la ciudad 

de Cuenca durante el período del experimento. 

Se aplicó un muestreo intencional o por conveniencia, el cual, según Hernández-

González, (2021), consistió en seleccionar muestras basadas en criterios específicos y en la 

disponibilidad de recursos. En este estudio, en lugar de seleccionar ovocitos al azar, la muestra 

estuvo compuesta por un número determinado de ovocitos viables seleccionados según criterios 

de calidad morfológica, que fueron sometidos al proceso de maduración in vitro utilizando tanto 

el medio experimental como el comercial. 

3.2.7. Técnicas e instrumentos de recolección de datos 

Se consideró las siguientes técnicas de recolección de datos: 

− Observación directa en laboratorio: Permite registrar visualmente el estado y la 

evolución de los ovocitos durante el proceso de maduración in vitro. 



    
 

− Microscopía óptica: Se utiliza para observar morfológicamente los ovocitos antes, 

durante y después del cultivo. Además, permite evaluar criterios como: presencia 

de cúmulos, expansión del cúmulo, extrusión del primer cuerpo polar (indicador de 

maduración). 

− Registro fotográfico digital: Para documentar el estado morfológico de los 

ovocitos en distintos momentos del proceso. 

− Recolección de datos experimentales en hojas de observación o bitácoras: 

Permite registrar la cantidad de ovocitos sembrados, porcentaje de maduración, 

tiempo de incubación, tipo de medio usado, entre otros. 

 

3.2.8. Análisis estadístico 

Los datos recolectados durante el proceso experimental fueron registrados en hojas de 

cálculo de Microsoft Excel previo a procesamiento estadístico. Se evaluó la tasa de maduración 

in vitro de los ovocitos en ambos grupos (medio experimental y medio comercial). Para el 

análisis estadístico se utilizó el software estadístico R. Preliminarmente, se evaluaron los 

supuestos de normalidad y homocedasticidad mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y de 

Fisher, respectivamente, fundamental para determinar la validez del uso de pruebas 

paramétricas.  Se aplicó pruebas de comparación de proporciones como la prueba de chi-

cuadrado (χ²), y un T-student paramétrico para identificar diferencias significativas entre los 

porcentajes de maduración en los dos grupos de tratamiento, considerando un nivel de 

significancia del 5%. Adicionalmente, se reportaron gráficas estadísticas para una mejor 

visualización e interpretación de los resultados. 



    
 

3.2.9. Análisis económico 

El análisis económico estuvo conformado por la eficiencia técnica experimental, la 

eficiencia económica unitaria y el análisis de relación costo beneficio (Jiang y Marggraf, 2021). 

Es importante señalar que en este apartado solamente se consideró los gastos asociados a los 

medios de maduración utilizados, ya que los gastos para transporte, lavado e insumos 

adicionales (como materiales o reactivos usados en el proceso) son iguales tanto para el medio 

experimental y el comercial por lo que no afectan la comparación entre ellos. 

3.2.9.1. Eficiencia técnica experimental 

La eficiencia técnica del experimento se determinó mediante el cálculo porcentual de 

ovocitos que lograron madurar en cada grupo experimental con relación a su total. Este cálculo 

permitió evaluar la capacidad de respuesta del medio aplicado (experimental y comercial) para 

inducir la maduración de ovocitos. 

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑡é𝑐𝑛𝑖𝑎 (%) = (
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑜𝑣𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠 𝑚𝑎𝑑𝑢𝑟𝑜𝑠

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑜𝑣𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠
) ∗ 100                          (1) 

3.2.9.2. Eficiencia económica unitaria 

La determinación de la eficiencia económica unitaria permitió observar el costo por cada 

ovocito maduro, cuya relación se expresó mediante el costo total del tratamiento entre el total 

de ovocitos maduros obtenidos. Esta relación permitió comparar la opción económicamente 

viable en función de los medios de maduración aplicados. 

𝐶𝑜𝑠𝑡𝑜 𝑝𝑜𝑟 𝑜𝑣𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜 𝑚𝑎𝑑𝑢𝑟𝑜 =
𝐶𝑜𝑠𝑡𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑜𝑣𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠 𝑚𝑎𝑑𝑢𝑟𝑜𝑠
                          (2) 



    
 

3.2.9.3. Análisis relación costo/beneficio 

El análisis de la relación costo/beneficio permitió determinar el número de ovocitos 

maduros que se podría obtener por cada dólar invertido en el tratamiento. De esta forma se 

evaluó la eficiencia técnica ajustada al costo, proporcionando información valiosa sobre el 

rendimiento económico por unidad monetaria, permitiendo establecer cuál de los dos 

tratamientos representa la opción viable desde el punto de vista económico-productivo. 

𝑅𝑒𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝐶/𝐵 =
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑜𝑣𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠 𝑚𝑎𝑑𝑢𝑟𝑜𝑠

𝐶𝑜𝑠𝑡𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑙 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜
                                      (3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    
 

CAPÍTULO 4 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1.      RESULTADOS 

En la presente sección se expone los resultados obtenidos del experimento realizado, 

donde se detallan las observaciones relacionadas con el desarrollo de ovocitos considerando el 

medio experimental y el medio comercial evaluado. 

4.1.1. Maduración de ovocitos  

La Tabla 3 y Figura 10 presenta la cantidad de ovocitos madurados considerando que 

cada réplica experimental estuvo conformada por 10 ovocitos (ver Anexo 3).  

Para el medio experimental, los ovocitos maduros estuvieron en un rango que osciló 

entre 6 y 10 unidades, lo que resulta en una media de 8,0 ± 1,41 ovocitos madurados. En el caso 

del medio comercial, se observó que la cantidad de ovocitos maduros también estuvo en un 

rango entre 6 y 10 unidades dando como producto una media de 8,0 ± 1,67 (ver Tabla 3). 

Tabla 3. Ovocitos madurados por réplica. 

Maduración de ovocitos – Medio experimental 

Réplica Número de ovocitos madurados /10 
A1 8 
A2 8 
A3 7 
A4 6 
A5 9 
A6 10 

Media 8,0 ± 1,41 
Maduración de ovocitos – Medio comercial 

B1 7 
B2 8 
B3 7 
B4 6 
B5 10 
B6 10 

Media 8,0 ± 1,67 
 



    
 

 

Figura 10. Distribución del número de ovocitos maduros y no maduros por réplica.      

Fuente: Autores 

4.1.2. Prueba Chi-cuadrado  

La prueba Chi-cuadrado aplicada no evidenció diferencias significativas entre los dos 

grupos de datos correspondiente al medio experimental y comercial (χ² (1) = 0,0; p = 1,0). Este 

resultado indica que los dos medios de maduración tienen un comportamiento similar en 

términos de eficiencia de maduración (ver Tabla 4). 

Tabla 4. Resultado de la prueba Chi-cuadrado. 

Prueba estadística X2 p-valor 

Chi-cuadrado 0,0 1,0 
 

4.1.3. Prueba T-student 

Los grupos de datos presentan normalidad (p-valor > 0.05) y homogeneidad de 

varianzas (p-valor > 0.05), por lo que fue conveniente la aplicación de una prueba T-student 

paramétrico para la comparación de medias (ver Tabla 5). 



    
 

Tabla 5. Resultado de la prueba de Shapiro-Wilk y Prueba F. 

Prueba estadística Ovocitos maduros p-Valor 

Shapiro-Wilk Medio experimental 0,96 
Medio comercial 0,2518 

Prueba F - 0,72 
 

La prueba T-student corrobora el resultado de la prueba Chi-cuadrado, dejando en 

evidencia la ausencia de una diferencia significativa en los grupos de datos estudiados (p-valor 

> 0.05) (ver Tabla 6).  

Tabla 6. Resultado de la prueba T-student. 

Prueba estadística p-Valor 

T-student 1,0 
(IC 95%) = [-1.992908, 1.992908] 

 

Ambos grupos experimentales reportaron una baja variabilidad en la maduración de 

ovocitos, sugiriendo una respuesta relativamente uniforme en cada tratamiento (ver Tabla 7).  

Tabla 7. Coeficiente de variación. 

Grupo ovocitos maduros 

A = 17.68% 

B = 20.92% 

 

En la siguiente gráfica de cajas (Figura 11), se compara el número de ovocitos maduros 

tomando en consideración los dos medios de maduración (experimental y comercial). En ambos 

grupos no se observan valores atípicos, y se puede distinguir que presentan un número similar 

de ovocitos maduros en términos de la media y mediana. Sin embargo, el medio comercial 

muestra una ligera mayor dispersión de los datos, tal como lo expresa su caja con un rango más 

amplio. 



    
 

Evidentemente, con el análisis observado, no se aprecia una diferencia notable entre los 

dos grupos de datos, lo cual está en concordancia con los resultados estadísticos previos (p > 

0,05). 

 
Figura 11. Distribución del número de ovocitos maduros en los dos medios de maduración. La 

línea horizontal en cada caja representa la mediana; los límites inferior y superior de las cajas 

indican el rango intercuartílico (Q1 y Q3); y los extremos de las líneas (bigotes) muestran los 

valores mínimo y máximo. Fuente: Autores 

 

4.1.4. Calidad de los ovocitos 

En la Figura 12 se aprecia una buena calidad de los cúmulo-ovocito, mostrándose densos 

y bien organizados. Las estructuras se presentan uniformes y esféricas, cuyo color y textura se 

observan homogéneas.  

Los ovocitos presentaron una variabilidad considerable en los parámetros 

morfométricos evidenciando un amplio rango de tamaños y formas. Se registraron áreas en un 



    
 

rango de 9.296 y 433.662.094 µm2, asimismo, el perímetro osciló entre 341,789 y 2.334,429 

µm, y en cuanto al diámetro, este estuvo en un rango de 112,638 y 743,072 µm (ver Figura 12).  

En el Anexo 1 se puede apreciar un amplio collage donde se expone evidencia visual 

del desarrollo alcanzado de los ovocitos durante el proceso experimental. 

 

Figura 12. Calidad de ovocitos maduros. Se aprecia múltiples ovocitos en diferentes campos 

microscópicos. Fuente: Autores. 

 

4.1.5. Análisis económico 

El costo asociado al medio de maduración experimental fue de 0,89 USD, mientras 

que para el medio comercial ascendió a 3,60 USD (ver Tabla 8; Anexo 2). Este resultado 

refleja que el medio experimental es significativamente más económico que el comercial, 

sugiriendo un ahorro importante en el proceso de maduración de ovocitos. 

 

 



    
 

Tabla 8. Detalle del costo por tratamiento y datos de experimentación. 

Parámetro 
Detalle 

Medio experimental Medio comercial 

Costo total del tratamiento $0,89 $3,60 
Número de réplicas 6 6 
Ovocitos por réplica 10 10 
Total de ovocitos tratados 60 60 
Promedio de ovocitos maduros 8 por réplica 8 por réplica 
Total ovocitos maduros 48 48 

 

Los dos medios mostraron una eficiencia técnica experimental del 80% (ver Tabla 9), 

indicando que la tasa de maduración de ovocitos fue la misma en ambos tratamientos, tal como 

lo corrobora el análisis estadístico en la sección 4.1.1. 

El costo por ovocito maduro con el medio experimental fue de 0,0185 USD, valor 

considerablemente menor frente al medio comercial, cuyo costo por ovocito fue de 0,075 USD. 

Además, el análisis de la relación costo-beneficio indicó que el medio experimental presenta 

una relación aproximada de 53 ovocitos maduros por dólar invertido, mientras que el medio 

comercial 13 ovocitos. Estos resultados exponen que el medio experimental presenta una mayor 

rentabilidad frente al medio comercial, generando de esta forma un mayor retorno (ver Tabla 

9). 

Tabla 9. Resultado del análisis económico. 

Parámetro 
Detalle 

Medio experimental Medio comercial 

Eficiencia técnica experimental  80 % 80 % 
Eficiencia económica unitaria $0,0185/ovocito maduro $0,075/ovocito maduro 
Relación costo-beneficio ≈ 53/dólar ≈ 13/dólar 

 

 



    
 

 4.2.     DISCUSIÓN 

El protocolo aplicado en el presente estudio, donde se utilizó un medio de maduración 

comercial y uno experimental ajustado permitió analizar resultados de factibilidad y la respuesta 

de maduración de cada uno de estos. Según Ferronato y colaboradores, (2023),  la MIV es una 

técnica utilizada como alternativa a numerosos problemas reproductivos, y es responsable de 

una gran parte de los embriones bovinos producidos mediante técnicas de reproducción asistida. 

Sin embargo Fuentes y colaboradores, (2022) resaltan que, a pesar de su relevancia, se 

presentan algunas limitaciones (económicas y viabilidad de maduración) que deben superarse 

surgiendo la necesidad de buscar nuevas perspectivas que contribuyan positivamente al cultivo 

in vitro de ovocitos y embriones. 

En esta propuesta de investigación, el medio de maduración experimental estuvo 

compuesto por TCM-199, suero fetal bovino (SFB), piruvato de sodio, sulfato de gentamicina 

hormonas folículo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) fosfato de Dulbecco (PBS) y 

albumina de suero bovino. Según varios estudios (Daoed y colaboradores, 2014; Rahman y 

colaboradores, 2018; Singha y colaboradores, 2015) se ha demostrado que el medio TCM 199 

favorece la MIV de los ovocitos bovinos, especialmente cuando se mejora con SFB. Tal es el 

caso de estudio de Baishya y colaboradores, (2020) quienes indican que en su experimento el 

medio TCM 199 suplementado con SFB mejoró significativamente las tasas de maduración 

alcanzando un 70,33 en comparación con el 55,81 en el grupo de control sin SFB. 

En este mismo contexto, en el estudio de Arias y colaboradores, (2022) se demuestra 

que las gonadotropinas son esenciales para la inducción de la maduración in vitro de los 

ovocitos bovinos; su experimento se basó en eliminar estas hormonas del medio de maduración, 

cuyos resultados evidenciaron una tasa de maduración menor incluso con presencia de factores 

de crecimiento. Asimismo, Widayati y Pangestu, (2020) concluyen en su estudio que la 



    
 

suplementación con FSH y LH mejoran significativamente la maduración, dando como 

resultado ovocitos maduros para el futuro desarrollo de embriones in vitro. En síntesis, los 

suplementos incluidos en el medio de experimentación propuesto respaldan su viabilidad como 

alternativa eficaz para la maduración in vitro de ovocitos bovinos. 

Para el medio de maduración experimental y comercial, el número de ovocitos maduros 

oscilaron entre 6 y 10 unidades, y un promedio de 8 unidades en todo el experimento, lo que se 

traduce en una eficiencia técnica experimental del 80% para ambos medios de maduración. 

Estos resultados evaluados estadísticamente mediante pruebas Chi-cuadrado y un T-student no 

evidenciaron una diferencia significativa entre los dos grupos de estudio (p-valor >0.05).  

Estos hallazgos son consistentes con el estudio de Duarte-da-Fonseca y colaboradores, 

(2022) quienes, en condiciones experimentales óptimas, obtuvieron una tasa de maduración in 

vitro de los ovocitos bovinos cercana al 90%. De la misma forma con el estudio de Şirin y 

Kuran, (2021) quienes reportaron una tasa de maduración del 78% utilizando medio de 

maduración TCM 199 con jalea real, y un 77% de SFB. Otro estudio es el de Satrio y 

colaboradores, (2022), quienes suplementaron el medio de maduración con sericina obtuvieron 

ovocitos maduros (estadio MII) en una tasa que oscila entre el 75,3 % y el 87 %.  

Ante lo mencionado previamente, el medio de maduración experimental ajustado en 

este estudio ha demostrado ser viable con una eficiencia en la tasa de maduración similar al 

medio comercial, y además este desempeño es consistente en reportes experimentales de varias 

investigaciones. Estos resultados confirman la eficacia del medio experimental propuesto, 

posicionándose como una opción válida contribuyendo significativamente al desarrollo de 

metodologías accesibles y eficientes. 



    
 

Por otro lado, se observó cúmulo-ovocito densos y bien organizados, cuyas estructuras 

se presentaron uniformes y esféricas con color y texturas homogéneas. Se evidenció además un 

amplio rango de tamaños y formas con diámetros que oscilaron entre 112,638 y 743,072 µm. 

Este rango de variación es importante, considerando que este permite determinar el grado de 

madurez y la posible competencia de desarrollo de los ovocitos. 

Al relacionar los resultados de este estudio con lo reportado por Otoi y colaboradores, 

(1997) y Blanco y colaboradores, (2011), se demuestra una visible semejanza entre el diámetro 

ovocitario. Los autores determinaron que los ovocitos con un diámetro ≥ 115 µm presentaban 

mayores tasas de maduración nuclear, mientras que el desarrollo hasta blastocito se alcanzaba 

en ovocitos ≥120 µm. Asimismo, Águila y colaboradores, (2020), mencionan en base a sus 

resultados que un diámetro ≥120 µm, un citoplasma oscuro y la presencia de un primer cuerpo 

polar redondo y liso se han asociado con un mejor desarrollo embrionario. En este contexto, de 

los ovocitos evaluados en este estudio, un gran porcentaje se encuentran por encima de este 

umbral crítico de tamaño, lo cual deja en evidencia su potencian madurativo y que a su vez 

explica la elevada tasa de maduración adquirida (80%). 

Los ovocitos reportados en este estudio con diámetros de hasta 743 µm podrían ser 

posiblemente una respuesta mediciones que incluyeron estructuras anexas o quizá a ovocitos 

degenerativos o atípicos. Sin embargo, los ovocitos que constituyen el rango crítico de diámetro 

son especialmente relevantes. 

El costo asociado al medio de maduración experimental fue de 0,89 USD, mientras que 

para el medio comercial ascendió a 3,60 USD. Esto corresponde a un costo por ovocito maduro 

de 0,0185 USD y 0,075 USD respectivamente. Estos resultados evidencian que el medio 

experimental es significativamente más económico que el comercial, sugiriendo un ahorro 



    
 

importante en el proceso de maduración de ovocitos, y además considerando que se obtuvo una 

tasa de maduración igual al 80% en los medios aplicados. Es menester señalar que, se ha notado 

una ausencia de estudios enfocados en los detalles del costo económico de los medios de 

maduración, en este sentido, el presente estudio ofrece información valiosa en cuanto a la 

eficiencia técnica-económica para la optimización de recursos en biotecnología reproductiva.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    
 

CAPÍTULO 5 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1.      CONCLUSIONES 

Se consiguió la implementación de un protocolo experimental, el mismo que consistió 

en el acondicionamiento de un medio alternativo, con el cual se logró obtener condiciones 

adecuadas para la maduración de los ovocitos, obteniendo cúmulos densos y bien organizados. 

La combinación en cantidades acertadas del medio TCM-199, suero fetal bovino, piruvato de 

sodio, sulfato de gentamicina hormonas folículo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) fosfato 

de Dulbecco (PBS) y albumina de suero bovino, fueron clave en el desarrollo de esta propuesta. 

El análisis estadístico mediante la prueba Chi-cuadrado y t-student no mostró una 

diferencia significativa entre los dos grupos de estudio, considerando que ambos medios de 

maduración (experimental y comercial) alcanzaron una eficiencia técnica experimental del 

80%. En consecuencia, se concluye que el medio de maduración experimental presenta un 

desempeño similar al comercial, en cuanto a idoneidad para inducir la maduración in vitro de 

ovocitos bovinos.  

El examen económico dejó en evidencia que el medio de maduración experimental 

presenta un costo menor (0,89 USD en total y 0,0185 USD / ovocito maduro) en comparación 

con el medio comercial (3,60 USD en total y 0,075 USD /ovocito maduro). Además, el análisis 

de la relación costo-beneficio indica que el medio experimental presenta una mayor rentabilidad 

frente al medio comercial, generando de esta forma un mayor retorno de inversión. 

 

 

 



    
 

5.2.      RECOMENDACIONES 

Es importante continuar optimizando los protocolos ya establecidos para el proceso de 

maduración de ovocitos, explorando así, la incorporación de otros suplementos que permitan 

lograr la obtención de una mejora aun mayor en la calidad del ovocito maduro.  

El número de réplicas y la muestra de ovocitos podría ampliarse para contemplar una 

mayor robustez estadística, con lo cual se podría detectar posibles diferencias sutiles entre los 

grupos de estudio. 

Se sugiere profundizar en el análisis costo-beneficio en escalas mayores (producción 

comercial o ganadera) para contrastar si el ahorro observado a escala de laboratorio se mantiene 

en condiciones reales de uso. 

Es importante señalar que el objetivo central de esta investigación se basó en la 

maduración de ovocitos bovinos, y aunque esta fase constituye un indicador aceptado de 

madurez, no necesariamente manifiesta la competencia citoplasmática del ovocito ni su 

capacidad para desarrollarse hasta el estadio de embrión. En este sentido, se recomienda que 

futuros estudios incluyan parámetros complementarios a fin de obtener una visión completa 

sobre la eficacia estricta de los medios de maduración empleados. 
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            ANEXOS 

Anexo 1. Evidencia fotográfica 

 

Collage: 1-4: ovarios, lavado y extracción de líquido folicular; 5-8: selección de ovocitos; 9-

12: inoculación de ovocitos en medio de maduración e incubación; 13-19: observación 
microscópica de ovocitos maduros.  Fuente: Autores 



    
 

Anexo 2. Gastos de experimentación 

Insumo Recurso 
Cantidad 

comprada 

Cantidad 

utilizada 

Costo por 

cantidad 

utilizada ($) 

Costo total 

($) 

Transporte y lavado de ovarios 

Lactato de Ringer 5 L 1 L  1.15 5.75 
Gentamicina 6 unidades    0.35 ml  0.35 6 
Agua destilada  1 gal  1 gal  8 8 

Reactivo 

Aceite mineral 150 µl 150 µl 3  3 
Preparación del medio y proceso de maduración (medio experimental) 

TCM -199 20 ml 9 ml 13.50 30 
Suero fetal bovino  1 ml 1 ml 3.50 3.50 
Piruvato de sodio  5 ml 55 µl 0.165 15 
Foltropin- v  80 µl 10 µl  2.50 20 
Sulfato de 
gentamicina 

2 ml 5 µl 0.0025 1 

Hidróxido de sodio 1l 20 u µl 0.0005 26 
Ácido clorhídrico  1l 20 µl 0.0006 32 

Total 
10 ml 19.70  
450 µl 0.89  

Preparación del medio y proceso de maduración (medio comercial) 

Medio comercial 
(MEM) + 
suplemento 
(foltropin, Ovidrel, 
Estradiol, 
Cisteamina, Suevo 
bovino, Albumina 
bovina, Ácido 
hialuronato, ITS, 
EGF 

10 ml 450 µl 3.60 80 

 

 

 

 

 

 

 



    
 

Anexo 3. Hoja de laboratorio 

Réplica 

Total, 

COCs 

obtenidos 

COC 

1 

COC 

2 

COC 

3 

COC 

4 

Tratamiento 

aplicado 

Ovocitos 

utilizados 

Ovocitos 

maduros 

Ovocitos 

no 

maduros 

Observaciones 

METODO EXPERIMENTAL 

A1 24 8 10 4 2 Experimental 10 8 2  
A2 22 7 9 4 2 Experimental 10 8 2  
A3 26 6 12 6 2 Experimental 10 7 3  
A4 20 5 10 3 2 Experimental 10 6 4  
A5 25 9 10 4 2 Experimental 10 9 1  
A6 28 10 12 4 2 Experimental 10 10 0  

Total 48   
METODO COMERCIAL 

B1 23 7 10 4 2 Comercial 10 7 3  
B2 21 6 10 3 2 Comercial 10 8 2  
B3 24 8 10 4 2 Comercial 10 7 3  
B4 20 5 10 3 2 Comercial 10 6 4  
B5 25 9 10 4 2 Comercial 10 10 0  
B6 27 10 12 3 2 Comercial 10 10 0  

Total 48   
Total 305 90 125 50 24  120 96 24  

 

Día de recolección de 

ovarios 

Número de ovarios 

recolectados 

Total, de ovocitos 

recuperados 

Total, de ovocitos 

viables 

Lunes 23 200 100 
Miércoles 16 120 100 
Viernes 24 210 105 

 



    
 

Anexo 4. Permiso EMURPLAG - EP 

 


