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“EFECTO DEL DIAMETRO DE LA AGUJA, PRESIÓN DE 

ASPIRACIÓN Y TAMAÑO DE LOS FOLÍCULOS SOBRE LA TASA 

DE RECUPERACIÓN Y CALIDAD DE OVOCITOS OBTENIDOS 

POR ASPIRACIÓN FOLICULAR EN BOVINOS” 

 

Grajales C., Joseph. 2014. Efecto del diámetro de la aguja, presión de 
aspiración y tamaño de los folículos sobre la tasa de recuperación y calidad de 
ovocitos obtenidos por aspiración folicular en bovinos. Tesis Ingeniero Agrónomo 
Zootecnista. Chiriquí, Panamá. Facultad de Ciencias Agropecuarias. 

 
RESUMEN 

 
El presente estudio fue desarrollado con el objetivo de evaluar el efecto del 
diámetro de la aguja,  la presión de aspiración, el tamaño de los folículos 
aspirados y la interacción de estos factores, sobre la tasa de recuperación y 
calidad ovocitos obtenidos por aspiración folicular en bovinos. Se utilizaron 
ovarios de matadero, los cuales fueron llevados hasta el laboratorio en donde se 
procedio a aspirar los foliculos, empleando un equipo para aspiración folicular 
transvaginal guiada por ecografía. Los datos se evaluaron empleando un diseño 
completamente al azar con arreglo factorial 2x2x3, con desigual número de sub-
muestras y análisis categórico. Empleando dos diámetros de aguja (18 y 20G), 
dos frecuencias de aspiración (50 y 80 mmHg) y tres tamaños de folículos 
(≤5mm, 6-10mm y >10mm Ø), fueron conformadas 12 combinaciones, una para 
cada tratamiento, como se aprecia en la tabla 1. 
 
Tabla 1: Arreglo factorial de los tratamientos 
 

FACTORES TÉCNICOS TAMAÑO DE LOS FOLÍCULOS 

AGUJA PRESIÓN 2-5 mm 6-10 mm 11-15 mm 

18G x 2cm 50 mmHg T1 T2 T3 

80 mmHg T4 T5 T6 

20G x 2cm 50 mmHg T7 T8 T9 

80 mmHg T10 T11 T12 

 
Los ovocitos obtenidos fueron evaluados y se clasificaron morfológicamente de 
acuerdo a de Loos et al. (1989), en la escala de 1 a 4, (1, 2, 3 aptos y 4 no aptos 
para FIV). Las agujas 18G permitieron las mejores tasas de recuperación 
cuando se aspiran folículos de pequeño y mediano tamaño, mientras las de 20G 
cuando se aspiran folículos grandes, al mismo tiempo que parecen tener poca 
influencia sobre la calidad de los ovocitos recuperados. Las tasas de 
recuperación de ovocitos son mejores cuando la presión de aspiración empleada 
es alta. La presión de aspiración parece no tener mayor influencia sobre la 
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calidad sin embargo, pareciera ser que puede afectar positivamente en la 
recuperación de ovocitos grado 2, cuando se emplea una baja presión. Las 
tasas de recuperación son mejores cuando se aspiraron folículos de pequeño y 
mediano tamaño a la vez que aportan un mayor porcentaje de ovocitos aptos 
para FIV. Los folículos grandes presentan la menor proporción de ovocitos 
desnudos y la mayor proporción de ovocitos degenerados. Se concluye que es 
posible realizar distintas combinaciones de diámetro de aguja y presión de 
aspiración en función del tamaño de los folículos, a fin de lograr una interacción 
que permita la obtención de mejores resultados, tanto en la tasa de recuperación 
como en la calidad de los ovocitos colectados. 
 
PALABRAS CLAVES: Aspiración folicular, ovocitos, folículos, diámetro de 
aguja, presión de aspiración, tasa de recuperación. 
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EFFECT OF THE NEEDLE DIAMETER, ASPIRATION PRESSURE AND 
FOLLICLE SIZE ON THE RECUPERATION RATE AND OOCYTE QUALITY 
OBTAINED BY FOLLICULAR ASPIRATION. 
 
Grajales C., Joseph. 2014. Effect of the needle diameter, aspiration pressure 
and follicle size on the recuperation rate and oocyte quality obtained by follicular 
aspiration.. Thesis for Agronomist Zootechnician. Chiriquí, Panamá. 
Agronomous.  Science Faculty. 
 
 
 ABSTRACT 
 
The present study was conducted to evaluate the effect of needle diameter, 
suction pressure, size of follicles aspirated and interaction of these factors on the 
recovery rate and quality of oocytes obtained by follicular aspiration. 
Slaughterhouse ovaries, were brought to the laboratory where they were 
aspirated follicles using a device for transvaginal follicular aspiration guided by 
ultrasound. Data were evaluated using a completely randomized design 2x2x3 
factorial with unequal number of sub - samples and categorical analysis. Using 
two needle diameters (18, 20G) , two frequencies of suction (50 and 80 mmHg) 
and three sizes of follicles (≤ 5 mm , 6 -10mm and > 10mm diameter) were 
formed 12 combinations, one for each treatment , as shown in the following table 
1. 
 
Table 1. Factorial arrangement of treatments 
 

TECHNICAL FACTORS SIZE OF FOLLICLES 

NEEDLE PRESSURE 2-5 mm 6-10 mm 11-15 mm 

18G x 2cm 50 mmHg T1 T2 T3 

80 mmHg T4 T5 T6 

20G x 2cm 50 mmHg T7 T8 T9 

80 mmHg T10 T11 T12 

 
The oocytes obtained were evaluated and classified morphologically according to 
Loos et al. (1989), in ranges from 1 to 4, (1, 2, 3 suitables and 4 unsuitables for 
IVF) . The 18G needle, allowed the best recovery rates when follicles of small 
and medium sizes were aspirated, and 20G when large follicles were aspirated, 
while they seem to have little influence on the quality of them. The oocyte 
recovery rates were better when the suction pressure used was high. The suction 
pressure seems to have greater influence on the quality however, it seems that it 
can be positively affect oocyte retrieval in grade 2, when a low pressure was 
employed. Recovery rates were belter when small to medium size follicles were 
aspirated, while these of follicles contribute a greater percentage of oocytes 
suitable for IVF. The large follicles had the lowest proportion of naked oocytes 
and the highest proportion of degenerated oocytes. It concludes that it is possible 
to make different combinations of needle diameter and suction pressure 
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depending on the size of the follicles, in order to achieve an interaction that 
allows to obtain better results in the recovery rate and quality of oocytes 
collected. 
 
KEYWORDS: follicular aspiration, oocytes, follicles, needle diameter, suction 
pressure, recovery rate. 
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1.0. INTRODUCCIÓN 

 

En la actualidad son utilizadas múltiples biotecnologías de la reproducción que 

permiten multiplicar la genética de los animales superiores y acortar el intervalo 

generacional, entre las cuales tenemos la producción de embriones mediante 

fecundación in vitro (FIV) a partir de ovocitos obtenidos por medio de la técnica 

de aspiración folicular, por su siglas en inglés (Ovum Pick-Up, OPU). 

La OPU fue aplicada por primera vez en bovinos en 1988 al adaptar para tal fin 

los procedimientos de búsqueda ultrasonográfica transvaginal utilizados en 

humanos y aparece como una solución luego de intensas pruebas de aspiración 

de folículos en vacas vivas mediante técnicas como la laparotomía y la 

laparoscopia (Nava et al. 2009). 

 Antiguamente la recolección de ovocitos para la producción in vitro de 

embriones provenía sólo de hembras sacrificadas u ovarioectomizadas, 

presentando grandes limitaciones puesto que no permite ser reproducido, 

disminuyendo la producción de embriones y por tanto está limitada la posibilidad 

de descendencia de las hembras sacrificadas (Denis. 2008).  Ante esta situación 

la obtención de ovocitos de una hembra viva mediante la aspiración folicular 

transvaginal, guiada por ecografía parece ser la variante que representa la 

alternativa más viable para lograr satisfacer las necesidades de ovocitos en un 

sistema de producción continua de embriones (Solís et al. 2012). Asegurando 

Dayan (2010), que el OPU no presenta efectos colaterales significativos a los 
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animales, aun después de cinco años de punciones y permite recolectar ovocitos 

a hembras con problemas reproductivos, prepúberes, gestantes y que no 

responden a los métodos de superovulación. 

Por otro lado, se estima que solo entre un 50 y 70% de los ovocitos obtenidos 

son aptos para la fertilización in vitro, alrededor del 90% de estos son fertilizados 

y entre el 20 y 40% alcanzan el estadio de blastocito (Nava et al. 2009). Por lo 

que la necesidad de obtener el mayor número posible de ovocitos aptos para la 

fertilización representa una ventaja para la técnica, pues permite obtener 

mejores resultados. 

La calidad de los ovocitos recolectados, la cual se traduce fundamentalmente en 

la mayor presencia de células del cúmulo que rodean al mismo, se ve 

influenciada según Palma (2001), por diferentes aspectos, entre los cuales se 

mencionan los biológicos y los técnicos. Dentro de los biológicos podemos 

mencionar la Raza, edad, fertilidad, categoría de la donante, estado fisiológico y 

condición corporal de la donante (Denis. 2008), y los aspectos técnicos, como el 

procedimiento de aspiración, tipo y diámetro de la aguja, presión de aspiración y 

la posible influencia del bisel menciona Palma (2001). 

El diámetro de la aguja y la presión de aspiración empleados han sido 

estudiados y correlacionados entre sí, no obstante los estudios realizados por 

los investigadores no muestran ninguna correlación con el tamaño del folículo 

aspirado, lo cual a nuestro criterio puede tener un efecto significativo en los 

resultados, pues estudios han demostrado que el diámetro del folículo también 
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es un factor determinante de la calidad del ovocito y posiblemente sobre el 

porcentaje de recuperación de los mismos como menciona Seneda et al. (2005). 

Resulta entonces de nuestro interés estudiar algunos de los aspectos técnicos 

más relevantes que afectan la cantidad y calidad de los ovocitos colectados por 

la técnica de OPU como los son el diámetro de la aguja y la presión de 

aspiración empleados y correlacionarlo con el tamaño de folículo aspirado. 

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Cuando hacemos aspiración folicular, es de suma importancia obtener la mayor 

cantidad posible de ovocitos rodeados con el mayor número posible de células 

del cúmulo intacta, y que una vez estos sean empleados en fecundación in vitro 

logren una maduración y desarrollo embrionario exitoso, lo que se traduce en un 

mayor número de embriones transferibles.  

Sin embargo, la cantidad y calidad de los ovocitos se ve afectada por factores 

técnicos como el diámetro de la aguja y la presión de aspiración, y biológicos 

dentro de los cuales el diámetro de los folículos empleados es determinante, lo 

que puede reducir en un momento determinado, la disponibilidad de ovocitos 

viables para la fertilización, afectando la eficiencia de la técnica de OPU-FIV. Por 

tal motivo consideramos realizar un estudio empleando distintos tamaños de 

folículos, presiones de aspiración y diámetros de agujas, que nos permita 

conocer los parámetros de mayor efectividad para número de ovocitos 
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colectados y calidad de los mismos, que ostentan estos factores de variación y 

permitirán maximizar los resultados de la técnica de OPU-FIV. 

 

1.2  ANTECEDENTES  

 

La necesidad de hacer cada día más eficiente la técnica de aspiración folicular 

ha llevado a que los científicos dirijan sus investigaciones a lograr colectar 

ovocitos de calidad.  

Tal es el caso de Salamone et al. (1997),  en donde encontró que la tasa de 

recolección,  utilizando agujas 17G y diferentes presiones  50, 100, 150 y 300 

mm Hg (equivalentes a un flujo de 10, 22, 34 y 66 ml/min), no aumenta por 

incrementar la presión por encima de 22 ml/min; sin embargo, sí se aprecian 

cambios morfológicos significativos en los ovocitos colectados.  

Además Nial et al. (1997), en una investigación  donde utilizaron agujas 17G y 

20G y diferentes niveles de presiones (25, 50, 70 y 100 mmHg) determinaron 

que la mayor cantidad de ovocitos viables se obtienen a una presión de 50 mm 

Hg para las agujas 17 G y 70 mm Hg para las agujas 20 G. 

Por otro lado Palma (2001), encontró en sus investigaciones que empleando una 

baja presión de aspiración, la mayoría de los ovocitos recuperados están 

rodeados de un cúmulo compacto. Para todos los diámetros de agujas y que 

este porcentaje decrece progresivamente a medida que aumenta la presión.  
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También asegura Palma (2001), que en experimentos realizados con distintos 

diámetros de agujas se ha demostrado que con el empleo de agujas más finas 

(con un diámetro interno de 0,6 mm) se recolectaba más fácilmente el fluido 

folicular, mientras que con las agujas más gruesas  (con un diámetro interno de 

1,2 mm) permitía la obtención de una mejor cantidad de ovocitos. 

Sin embargo en un estudio realiado por  Solís et al. (2012), donde evaluaron dos 

métodos de sincronización de la emergencia de la onda folicular (punción 

folicular y hormonal) y dos frecuencias de recolección ovocitos (una y dos veces 

por semana). Donde no se encontró diferencias significativas (P>0.05) en el 

número de ovocitos obtenidos y calidad de ovocitos recuperados cuando la 

sincronización de la onda fue realizada por punción folicular o por un método 

hormonal.  Pero se encontraron diferencias significativas (P>0.01), cuando la 

calidad y cantidad de ovocitos fue analizada en función de las frecuencia de 

recolección.  
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1.3 JUSTIFICACIÓN  

 

En un sistema de producción continua de embriones a partir de animales de alta 

genética, los que luego son transferidos en vacas receptoras para llevar a 

término una preñez exitosa y el consiguiente nacimiento de un animal de alto 

valor genético, cualquier merma en la obtención de los ovocitos, vendría a 

reducir dicho número de nacimientos que es lo finalmente buscamos, lo que se 

traduce también en una pérdida de tiempo y dinero.  

Dado que el diámetro de aguja, la presión de aspiración y el tamaño de los 

folículos aspirados son factores que en conjunto, influyen en la cantidad y 

calidad de los ovocitos obtenidos por la técnica de OPU, se justifica  la 

necesidad de evaluar de forma conjunta, el empleo de agujas con diferentes 

diámetros, diferentes presiones de aspiración y la aspiración de folículos con 

diferentes tamaños, para determinar en qué forma se ve afectada la tasa se 

recuperación, la cantidad y la calidad de los ovocitos colectados. 
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1.4 OBJETIVOS 

1.4.1 General 

 

Evaluar los factores técnicos,  biológicos, y la interacción de estos factores, 

sobre la tasa de recuperación, cantidad y calidad ovocitos obtenidos por 

aspiración folicular a partir de ovarios de vacas sacrificadas. 

1.4.2 Específicos 

 

Relacionar el diámetro de la aguja con la tasa de recuperación y calidad de los 

ovocitos obtenidos    

Asociar la presión de aspiración con la tasa de recuperación y calidad de los 

ovocitos obtenidos. 

Evaluar la influencia del tamaño del folículo sobre la tasa de recuperación y 

calidad de los ovocitos obtenidos.  
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1.5 HIPOTESIS  

 

 

Ha: El diámetro de aguja empleado en la aspiración  afecta el número y calidad 

de ovocitos colectados. 

Ho: EL diámetro de aguja empleado en la aspiración no afecta el número y 

calidad de ovocitos colectados. 

 

Ha: La presión de aspiración afecta la cantidad y calidad de ovocitos colectados. 

Ho: La presión de aspiración no afecta la cantidad y calidad de ovocitos 

colectados. 

 

Ha: El tamaño del folículo afecta la recuperación de ovocitos de buena calidad. 

Ho: El tamaño del folículo no afecta la recuperación de ovocitos de buena 

calidad. 
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2.0. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1. Histología del ovario 

Los ovarios son los órganos esenciales para la reproducción de la hembra, los 

que pueden situarse en la cavidad pélvica o en la abdominal dependiendo de la 

edad, el número de partos y la especie (Regueiro,  2010); los cuales tienen dos 

funciones: (exógenas), la producción de Óvulos  y (endógenas), la producción de 

hormonas; principalmente Estrógenos y Progesterona durante los distintos 

estudios del ciclo estral (Diana, 2009) y su tamaño varía dependiendo del 

estadio del ciclo estral y la edad del animal, pero generalmente es de 2.5 a 3.5 

cm de largo (de Armas, 2007). 

El ovario se encuentra dividido funcionalmente en dos compartimentos: el 

intersticial, conformado por células del estroma y de la teca externa, y el 

folicular, que contiene el ovocito, las células de la granulosa y las células de la 

teca interna, que interaccionan entre sí durante las diversas etapas de la 

maduración folicular (Velázquez et al. 2004). 

En la superficie del Ovario se pueden encontrar dos estructuras diferentes: 

Folículos y Cuerpo Lúteo (Diana, 2009). 
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El cuerpo lúteo es una glándula temporal que se desarrolla a partir del folículo 

ovulatorio, proceso conocido como luteinización. Este proceso consiste en todos 

los cambios morfológicos, endocrinos y enzimáticos que ocurren en el folículo 

preovulatorio hasta que este se transforma en un cuerpo lúteo funcional 

(Hernández et al 1998). 

El cuerpo lúteo está constituido por las células de la teca interna (pequeñas y 

activas en la primera etapa de su desarrollo) y células de la granulosa (grandes 

y activas en la segunda mitad de su desarrollo) (Campos et al. 2003). 

Los folículos ováricos contienen las células sexuales femeninas inmaduras u 

ovocitos en distintos estudios de maduración. Cuando el folículo ha madurado, 

recibe el nombre de folículo de Graf. Una vez que el ovocito es expulsado del 

ovario recibe el nombre de óvulo (Ecured. 2008).  

 

FIGURA 1.  DIAGRAMA DE LAS ETAPAS  DEL DESARROLLO  OVÁRICO 
DE LOS FOLÍCULOS,  DE LA OVULACIÓN Y  DE LA FUNCIÓN 
LUTEÍNICA 
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Fuente: AR. PETERS  y PJH. BALL – 1987 

2.2. Folículos   

En el momento del nacimiento en la corteza del ovario hay miles de folículos 

como lo señala Caravaca el al. (2005), que en los bovinos andan alrededor de 

unos 200,000 en estado de reposo, es decir folículos jóvenes que todavía no se 

han desarrollado (Duran, 2007).   

 
El folículo es la unidad estructural y funcional de los ovarios (Gigli et al. 2006).  

Aseguran Buxadê et al. (1995), que cada folículo ovárico, constituye en sí 

mismo, una unidad funcional, teniendo asociada una célula germinal femenina. 

El ovario realiza la producción de ovocitos mediante dos procesos 

estrechamente ligados entre sí denominados foliculogénesis y oogénesis 

(Caravaca et al. 2005).  
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2.2.1. Foliculogénesis 

La foliculogénesis es el evento caracterizado por la  formación,  crecimiento y 

por la maduración folicular, está controlada  por factores endócrinos, parácrinos 

y autócrinos (Magalhães, 2009). 

Un folículo es la estructura primordial del ovario, está compuesto por un ovocito 

envuelto por una o más capas de células somáticas (Seneda, 2008). 

La foliculogénesis abarca desde el estadio de folículo primordial hasta el de 

folículo preovulatorio (Gigli et al. 2006).  La población de folículos se encuentra 

en un estado constante de crecimiento y maduración, distinguiéndose: 

 

 

2.2.2. Folículos Primordiales y Primarios  

Los mismos son  formados durante la  vida fetal de la hembra, están constituidos 

por una célula germinal rodeada de una capa simple de células (Buxadê et 

al.1995).  Al respecto señala Caravaca et al. (2005), durante el desarrollo fetal y 

en el proceso de evolución desde gónadas hasta convertirse en ovario, las 

células germinales primitivas dan lugar por mitosis sucesivas a las células 

sexuales u ovogonias, que por aumento de su masa citoplasmática se 

convierten en ovocitos de primer orden, estos se rodean de una sola capa de 

células epiteliales constituyendo los folículos primarios.   

 
Es decir, las células pre-granulosas, derivadas del epitelio ovárico, se 

diferencian en células granulosas, rodeando a los  ovocitos I quedando así 
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formados los  folículos primordiales. Estos folículos forman la reserva 

gametogénica o «población de folículos de reserva» que una hembra va a 

utilizar en toda su historia reproductiva (Gigli et al. 2006).  Los folículos  

primordiales  constituyen  la  reserva  o  almacén  de  folículos  “en  reposo”, los 

cuales se agotan progresivamente durante la vida (Webb et al. 1999, citados por 

Henao y Trujillo, 2000). 

 

 

 

 

 

FIGURA 2. FOLÍCULO PRIMORDIAL. ESTE SE ENCUENTRA RODEADO 
POR UNA CAPA PLANA DE CÉLULAS DE LA GRANULOSA. 
 
 

 
Fuente: (Telmeds, 2014) 
 
 
 
Las células planas de la granulosa antes de comenzar a dividirse por mitosis se 

diferencian en una capa de células de forma cúbica que rodea al ovocito I. 
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Cuando esto sucede los folículos se clasifican en  folículos primarios (Gigli et al. 

2006; Findlay, 1993 citado por  Henao y Trujillo, 2000 y Seneda et al. 2008). 

 
En esta etapa el ovocito comienza a rodearse de una capa celular amorfa de 

glicoproteinas denominada zona pelúcida. Las células de la teca interna 

comienzan a rodear por fuera a las células de la granulosa (Gigli et al. 2006). 

 
Se considera que uno de los pasos más críticos de la foliculogénesis es la  

transformación  de  folículos  primordiales  en  primarios.    Es  probable  que  la 

conversión  de  células  pregranulosas  planas,  en  epitelio  cuboidal,  dependa  

de señales provistas por el ovocito, pero no se conoce la naturaleza de estas 

señales  (Greenual  y  Roy 1994; citados por Henao y Trujillo, 2000).  La  fase  

inicial  del  crecimiento  folicular,  originada  a  partir  de  los  folículos 

primordiales,  presumiblemente  es  independiente  de  las  gonadotropinas 

hipofisiarias  (Fortune, 2003; Webb et al. 1999, citados por Henao y Trujillo, 

2000)  

 
En el momento de la transformación de folículos primordiales en primarios, la 

expresión de tres genes (Nobox, Sohlh I y Lhx8) específicos de los ovocitos de 

mamíferos, son escenciales para la transformación del folículo primordial en 

primario (Suzumori et al. 2002; Pangas et al. 2006), así como diferentes factores 

secretados por el ovocito y las células foliculares (Picton el al. 2008; Rodríguez 

et al. 2008). 
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En esta etapa el ovocito comienza a rodearse de una capa celular amorfa de 

glicoproteinas denominada zona pelúcida. Las células de la teca interna 

comienzan a rodear por fuera a las células de la granulosa (Gigli et al. 2006). 

 
2.2.3. Folículos Secundarios  

 
Fundamentalmente formados por una célula germinal rodeada por dos o más 

capas de células foliculares (Buxadê et al.1995). Es decir, las células de la 

granulosa aumentan de tamaño y número y se denomina  folículo secundario al 

ovocito I rodeado por varias capas de células de la granulosa.  Las células  de la 

teca se diferencian en una capa externa y otra interna rodeando por fuera a las 

células de la granulosa.  Hasta este estadio los folículos se clasifican en 

preantrales debido a que aún no se ha formado la cavidad antral (Gigli et al. 

2006). 

 
Entre la superficie del ovocito y las células de la granulosa adyacentes, se 

originan espacios en los que se deposita un tipo de material fibrilar que 

representa el inicio de la formación de la zona pelúcida (Totzauer et al. 1998; 

Sinowatz et al. 2001).  También se presenta un aumento del tamaño del ovocito, 

sin división celular del mismo y una hiperplasia e hipertrofia de las células de la 

granulosa dando lugar al folículo secundario.  En los folículos secundarios de  

las especies porcina, murina, bovina y humana se han identificado factores 

responsables del crecimiento folicular y ovocitario como GDF9 (Factor de 

crecimiento y diferenciación) específico del ovocito y el factor BMP15 (proteína 
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morfogénica ósea 15) ambos están asociados con la proliferación de células de 

la granulosa (Dong et al. 1996; Dube et al. 1998 y Picton et al. 2008). 

 
Los folículos secundarios presentan un ovocito más grande, un buen 

desarrollado de la zona pelúcida, y por lo menos dos capas de células 

granulosas.  Al final de esta etapa, el papel desempeñado por las gonadotrofinas 

puede ser detectado y las importantes acciones de FSH y LH se inician (Seneda 

et al. 2008). 

 
2.2.4. Folículos Terciarios  

 
Los  folículos terciarios o folículos antrales  se caracterizan histológicamente por 

la presencia de la cavidad antral y por estar rodeados de varias capas cúbicas 

de células de la granulosa (Gigli et al. 2006).  La continua proliferación de las 

células de la granulosa, regulada en gran medida por los factores GDF9 y 

BMP15 (Canipari, 1994; Kezele et al. 2002) lleva a que estas comiencen a 

secretar un trasudado que se denomina líquido folicular (Gigli et al. 2006).   

 
Este líquido aseguran Buxadê et al. (1995)  es rico en estrógenos, producido por 

las células de la granulosa.  El folículo requerirá forzosamente del  estímulo  de  

la  hormona  estimulante  del  folículo (FSH) para proseguir  la proliferación de  

las células de la granulosa (CG) y establecer, en éstas, una producción creciente 

de estrógenos (Hillier, 2001, citado por Velázquez y Mendieta, 2005).  La FSH 

ha sido considerada como un factor esencial, debido a sus funciones endocrinas 
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y paracrinas. Por ejemplo, la FSH hace una asociación con la modulación de la 

familia FGF, como el FGF-8 (Buratini et al. 2005).  

 
En este estadio las características histológicas son la presencia de la teca 

interna constituida por tejido conectivo y la teca externa formada por una capa 

de colágeno atravesada por capilares con miofibroblastos diferenciados de los 

fibroblastos del estroma. A nivel molecular se caracterizan por una mayor 

expresión de receptores para FSH en las células de la granulosa. Las células de 

la teca expresan receptores para LH (Gigli et al. 2006).  

Las células del cúmulus desarrollan procesos citoplasmáticos atravesando la 

zona pelúcida y forman zonas de contacto con la membrana plasmática del 

ovocito mediante uniones tipo gap (Eppig y O’Brien, 1996; Tanghe, et al. 2002; 

Van Soom et al. 2002).  Estas uniones facilitan el abastecimiento de nutrientes y 

el aporte de pequeñas moléculas reguladoras para el ovocito procedentes de las 

células de la granulosa en un proceso de cooperación metabólica (Canipari, 

1994). 

 
En el folículo terciario, las células de la granulosa se diferencian en dos 

subpoblaciones: las células de la granulosa que revisten el folículo formando un 

epitelio estratificado en contacto con la lámina basal y las células del cúmulus 

oophorus que forman varias capas de células cilíndricas alrededor del ovocito 

(Canipari, 1994; Kezele et al. 2002).  Al respecto señala Gigli et al. (2006) que el 

líquido folicular al acumularse, produce un reordenamiento de estas células de la 

granulosa, en células del cúmulo y murales.   
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Los folículos terciarios se clasifican en dominantes y subordinados. Los folículos 

dominantes, a diferencia de los subordinados, expresan en las células de la 

granulosa además de un mayor número de  receptores para FSH, receptores 

para LH (Gigli et al. 2006).  La acción inductiva de la FSH permitirá,  

posteriormente,  facilitar  la  respuesta  del folículo a la hormona luteinizante (LH) 

y a otros factores extracelulares (Hillier, 2001, citado por Velázquez y Mendieta, 

2005). 

 
La mayor parte de los folículos que llegan hasta esta etapa experimentan atresia 

mientras otros siguen desarrollándose para convertirse en folículos maduros 

también llamados folículos dominantes, que han sido seleccionados para 

continuar su crecimiento.  La selección de estos folículos dominantes con 

capacidad de llegar a lograr la maduración ovocitaria, está precisamente 

determinada por los receptores de LH y FSH localizados en las células de la 

granulosa (McGee y Hsueh, 2000). 

 
2.2.5. Folículo de Graaf  

 
Según Solís (2006), un folículo terciario que llegue a ser dominante puede tener 

dos destinos: la atresia o la ovulación.  En cuyo caso sea la ovulación este se 

denomina folículo preovulatorio o como menciona Gigli et al (2006) folículos de 

De Graaf, en honor a quien fuese el primer científico en examinar ovarios 

humanos en 1672.  La ovulación ocurre siempre y cuando este sea coincidente 
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con el descenso de los niveles de progesterona en el ciclo estral.  Un folículo 

preovulatorio puede tener un diámetro de hasta 16 mm en la especie bovina 

(Solís, 2006). 

 
Los folículos de Graaff están formados por dos capas de células foliculares o 

tecas (teca interna y teca externa), separadas por una membrana basal de la 

cubierta celular interior de granulosa que rodea el antro celular y el oocito.  El 

riego sanguíneo lo reciben por una abundante red capilar (Buxadê et al.1995). 

 
El pico de LH es inducido por la elevada concentración circulante  de  

estrógenos  producidos  por  el  folículo preovulatorio (Velázquez y Mendieta, 

2005). Las altas concentraciones de gonadotropinas en el fluido folicular 

modifican el patrón de síntesis de esteroides de las células de la granulosa y de 

la teca, y preparan al ovocito para la maduración nuclear y citoplasmática 

McGee y Hsueh (2000).  Es decir, los folículos preovulatorios tienen la 

capacidad de responder al estímulo de la LH produciendo cambios morfológicos 

y bioquímicos que finalizarán reiniciando la meiosis y desencadenando la 

ovulación (Gigli et al. 2006). 

 
Velázquez y Mendieta (2005), mencionan que el pico de LH, además de inducir 

la reiniciación de los procesos de maduración del ovocito y  cambios que 

provocan la ruptura de la pared folicular, que a su vez permite la ovulación, 

también incluye alteraciones funcionales en el complejo ovocito-células del 
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cúmulo y modifcaciones en la expresión génica de las células de la granulosa 

que las llevarán hacia la luteinización. 

 
El  ovocito  maduro  secreta  un  factor  que  permite la  expansión  de  las  

células  del  cúmulo  (CEEF)  que permite  secretar  ácido  hialurónico  en  

respuesta  a  la estimulación  por  FSH.  Al  hidratarse  genera  espacios entre 

las células que provocan la expansión del cúmulo que  precede  al  proceso  de 

ovulación  propiamente dicho (Velázquez y Mendieta, 2005). 

 
Los productos proinflamatorios sintetizados por  las células de la granulosa  y 

detectados en elevadas  concentraciones en  los folículos preovulatorios (p. ej., 

interleucinas (IL) -1β y -6, factor  de  necrosis  tumoral  (TNF) -α  y  

prostaglandinas)  contribuyen  a  la  disminución  de  su  producción de 

estrógenos hacia el final de  la  transición a  folículo de  Graaf.  Este  cambio  en  

el  patrón  esteroidogénico de  las  células de la granulosa  parece  inducir,  junto  

con  la  aparición  del pico preovulatorio de LH,  la expresión de  las enzimas 

remodeladoras de tejidos (metaloproteinasas de matriz (MMPs))  indispensables  

para  el  proceso  de  ovulación (Rosenfeld y et al. 2001, citados por Velázquez y 

Mendieta, 2005). 

FIGURA 3. ESQUEMA DEL DESARROLLO FOLICULAR OVÁRICO; A: 
FOLÍCULO PRIMARIO, B: FOLÍCULO SECUNDARIO, C: 
FOLÍCULO DE GRAAF, D: OVULACIÓN, E: CUERPO 
LÚTEO. 
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Fuente: Frandson et al. (2009)  . 

 

2.2.6. Crecimiento folicular  

En todas las hembras mamíferas, la reserva de ovocitos es establecida durante 

la vida fetal. Al nacimiento la hembra bovina posee 150,000 folículos 

primordiales y al llegar a la pubertad ese número disminuye de 120.000 a 86,000 

siendo gradualmente movilizados durante la vida productiva, donde pocos llegan 

a la ovulación y el resto sufre atresia. (Viana; Bols, 2005;  Martinez; Souza, 

2007). 

 

 

 

FIGURA 4. CRECIMIENTO FOLICULAR DE LA HEMBRA BOVINA 
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2.3. Ovogénesis 

La ovogénesis consiste en el proceso de formación y desarrollo del ovocito (Gigli 

et al. 2006). Este proceso inicia en las fases tempranas de la vida fetal de la 

hembra bovina, aproximadamente entre los 120 y 140 días de gestación y 

continua después del nacimiento, pasa por una aceleración durante la pubertad 

y culmina con la ovulación, cuando el ovocito maduro es liberado del folículo 

(Derivaux, 1980). Comienza con las ovogonias, que derivan de las células 

germinales primordiales en el embrión y culmina con la formación del ovocito II 

(Gigli et al. 2006). 

 
En los rumiantes al igual que en la especie porcina y los primates, el crecimiento 

del ovocito se inicia durante el periodo prenatal (Bielanska-Osuchowska, 2006).  

En esta etapa, las células primordiales germinales tienen su origen extra 

gonadal en el endodermo del saco vitelino y en la región del alantoides (Eddy et 
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al. 1981; Buccione et al. 1990), a partir de células somáticas que tienen el 

potencial de convertirse en células germinales (Kelly, 1977), estas migran a 

través del mesenterio y colonizan las gónadas primitivas del mesonefro (Gigli et 

al. 2006).   

 
Antes de que las células germinales gonadales migren hacia el borde genital se 

dividen mediante mitosis, manteniendo esta actividad durante todo el proceso de 

migración (Bendel-Stenzel et al. 1998). Una vez establecidas las células 

primordiales germinales en el ovario, se diferencian en ovogonias por sucesivas 

divisiones mitóticas.  Este proceso migratorio se encuentra dirigido por factores 

quimiotáxicos, como el factor transformante del crecimiento β. Otras señales, 

como el c-Kit y el EGF, desempeñan un papel importante en la supervivencia y 

división de las células germinales durante este proceso migratorio (Dolci et al. 

1991; Masui, 1991), así como en su posterior desarrollo y crecimiento (Manova 

et al. 1993). 

 
Cuando se ha completado el proceso migratorio, aquellas ovogonias que se 

encuentran en estadios más avanzados de desarrollo, se asocian con las células 

somáticas en los cordones corticales, mientras que el resto entra en apoptosis, 

sobreviviendo, en el momento del nacimiento, únicamente el 20 por ciento de las 

células originales (Baker, 1963; Byskov, 1986). 

 
Las ovogonias situadas en la periferia del ovario son más grandes que las 

células primordiales germinales, presentan un núcleo vesicular central con 1-3 
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nucleolos reticulados y un citoplasma escaso de aspecto claro y pocas 

organelas (Bielanska-Osuchowska, 2006; Sathananthan et al. 2006).  Durante el 

desarrollo fetal, las ovogonias sufren un proceso de diferenciación y sucesiva 

división mitótica hasta que la última generación de ovogonias entra en meiosis 

(Bukovsky et al. 2004), las ovogonias se diferencian en ovocitos primarios 

cuando comienzan la meiosis. En el bovino se observan figuras meióticas a 

partir del día 82 de gestación. 

 
Las ovogonias se diferencian a ovocitos primarios mediante la primera división 

meiótica en la que tiene lugar la reducción del número de cromosomas a estado 

haploide.  Este proceso tiene lugar en el folículo primordial en el que se lleva a 

cabo el primer paso de la meiosis I que incluye la replicación del ADN y el 

arresto en el estadio de diploteno de la profase I (estado de dictiato) en lo que se 

conoce como primera detención de la meiosis (Jamnongjit y Hammes, 2005).   

 
La detención meiótica del ovocito primario está regulada por señales inhibitorias.  

Una de las moléculas intercelulares más importantes, responsables de mantener 

el arresto meiótico es el AMPciclico que dentro del ovocito parece actuar como 

un inhibidor de la maduración, aparentemente a través de la acción de proteína 

kinasa (Conti et al. 2002).  Al respecto Byskov (1975), Rajah et al. (1972) y 

Wassarman et al. (1976), señalan que factores, como el factor citostático, y 

segundos mensajeros, como el AMPc, mantienen fosforilado el MPF, inhibiendo 

la meiosis hasta el momento de la pubertad.   
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El ovocito primario se caracteriza por la presencia de un núcleo prominente e 

irregular que recibe el nombre de vesícula germinal, así como por la agregación 

de organelas celulares compuestas predominantemente por mitocondrias 

aparato de golgi, lisosomas y microtúbulos.  La meiosis iniciada por el ovocito 

primario y detenido en la profase I, no se reanudará hasta que el folículo se 

desarrolle totalmente y se produzca la ovulación durante la pubertad, por lo que 

dependiendo de la especie el ovocito puede permanecer en detención meiótica 

durante semanas o años (Canipari, 1994). 

 
El retorno de la meiosis ocurre inmediatamente después de un estimulo 

hormonal in vivo o simplemente por la retirada del ovocito de dentro del folículo 

in vitro.  En el animal la meiosis inicia nuevamente en los folículos preovulatorios 

bajo el estímulo de la LH (Gigli et al. 2006), durante el pico de LH en el momento 

de la ovulación (Sorensen et al.1985; Buccione et al. 1990).  

 
En este momento, los ovocitos sufren progresión nuclear de estadio de diploteno 

de la profase I de la primera división meiótica a metafase II.  La progresión del 

estadio de diploteno a metafase II es conocida como maduración meiótica.  Esa 

maduración se caracteriza por el rompimiento de la vesícula germinativa, 

condensación de la cromatina, separación de los cromosomas homólogos y la 

expulsión del primer corpúsculo polar. Los cromosomas se organizan en el 

mismo plano formando la placa ecuatorial, estadio que corresponde a metafase 

II.  En este periodo, ocurre la segunda intervención de la meiosis que solamente 

será retomada si el ovocito es fertilizado por el espermatozoide. La activación 
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del ovocito por el espermatozoide durante la fecundación estimula la finalización 

de la meiosis (segunda división reduccional) ocurriendo la separación de la 

cromatina y la expulsión del segundo corpúsculo polar, llegando a la fase final de 

la ovogénesis  (Wassarman, 1994; Banks, 1991).  

 

FIGURA 5: DESARROLLO DE LA MEIOSIS, DESDE LA OVOGÉNESIS QUE 

SE DESARROLLA EN EL OVARIO FETAL, HASTA LA FECUNDACIÓN 

 

 

 

2.4. Cuerpo Lúteo 

 
Una vez que el folículo de Graaf ha finalizado su maduración y que el ovocito se 

ha preparado durante el proceso de la ovogénesis ocurre la ovocitación 

(Caravaca et al. 2005).  El pico de LH preovulatorio provoca la ruptura del 

folículo destinado a la ovulación (Gordon, 1996).  Se da entonces la ruptura del 
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folículo de Graaf, así como del propio epitelio del ovario y en el desprendimiento 

del ovocito que irá a parar en el infundíbulo.  En los rumiantes y en la cerda se 

libera un ovocito de segundo orden y en la yegua un ovocito de primer orden por 

eso es más adecuado llamar este proceso ovocitación en lugar de ovulación, 

como se ha venido llamando tradicionalmente (Caravaca et al. 2005). 

 
Con la ruptura del folículo maduro y la liberación del óvulo, se produce una 

pequeña hemorragia con formación de un coagulo de sangre en la cavidad 

antral, ahora vacía.  A esta estructura, se le denomina cuerpo hemorrágico 

(Buxadé, 1995).  A continuación aseguran Caravaca et al. (2005), se produce 

una organización del coagulo, aumentando de tamaño y con un citoplasma rico 

en lipocromos (xantofilas) que dan una coloración amarillenta, por lo que esta 

estructura recibe el nombre de cuerpo amarillo o cuerpo lúteo, este proceso se 

llama luteinización.  

 
Las células de la granulosa que recubren la cavidad folicular vacía, comienzan a 

multiplicarse bajo la influencia de la LH y a formar el cuerpo lúteo. La mayoría de 

las células de cuerpo lúteo se derivan de células de la granulosa, pero algunas 

células en el cuerpo lúteo se derivan de la teca interna (Frandson et al. 2009).  

 
Por su parte Gordon (1996), señala se cree que las células lúteas se diferencian 

en células lúteas grandes y pequeñas.  Las grandes células secretan 

progesterona y la oxitocina y responden a la prostaglandina E, mientras que las 

pequeñas células secretan progesterona y responden a la LH.  Las células 
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pequeñas, derivadas de la teca, son más numerosas que las células grandes, 

que son al menos en parte derivadas de células de la granulosa (Hansel et al. 

1991). Se cree que las dos hormonas que regulan principalmente la función del 

cuerpo lúteo (LH y PGF) actúan sobre los dos tipos de células a través de 

diferentes vías de segundo mensajero (Wiltbank et al. 1991). La evidencia 

disponible indica que la LH tiene un papel importante en el establecimiento de un 

cuerpo lúteo completamente funcional en la vaca, pero no está obligado a 

mantener su función (Peters et al. 1994).  

 
Como se ha visto el cuerpo lúteo ovárico es un órgano endocrino que produce  

progesterona. La cual es considerada su principal producto de secreción.  Los 

niveles de progesterona en sangre incrementan con el crecimiento del cuerpo 

lúteo.  Cuando el cuerpo lúteo está completamente desarrollado, la secreción de 

progesterona es máxima y se estabilizan los niveles plasmáticos.  (Frandson et 

al. 2009). 

 
Una cantidad detectable de progesterona se puede encontrar, menciona Gordon 

(1996), de tres a cuatro días después de la formación del cuerpo lúteo, el cual 

puede verse por ecografía después de tres a cuatro días (Descoteaux et al. 

2010), o de dos a tres días asegura Tamayo (2000), posteriores a la ovulación y 

puede llegar a constituir muchas veces, más de 2/3 partes del tamaño total del 

ovario, cuando se encuentra en su máximo desarrollo que alcanza de los nueve 

a 12 días del ciclo (Holy, 1987).  La producción diaria de progesterona aumenta 
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marcadamente durante varios días hasta que una meseta de secreción se 

alcanza alrededor de ocho días del ciclo (Gordon, 1996).  

 
Si la fertilización del ovulo no se da y el embarazo no se ha establecido, el 

cuerpo lúteo entra en regresión espontánea, con una disminución relativamente 

rápida de la progesterona en plasma (Frandson et al. 2009) al final del ciclo 

estral, uno a cuatro días antes del inicio del celo (Gordon, 1996).  La 

concentración declina en un periodo aproximadamente de dos días, a un valor 

insignificante que mantiene a través del celo y hasta que se forme un nuevo 

cuerpo lúteo en la próxima ovulación (Gordon, 1996). 

 
El intervalo de tiempo entre la progesterona alcanza su concentración mínima y 

el inicio del celo puede variar en función de varios factores, incluyendo la 

presencia de un folículo dominante, condición corporal, el estrés, la temporada y, 

probablemente, la lactancia y la nutrición (Gordon, 1996). 

 
Asegura Gordon (1996), que la rápida regresión del cuerpo lúteo de la vaca es 

un evento clave en el ciclo estral bovino que implica asegura Frandson et al. 

(2009), la muerte por apoptosis de las células lúteas y su eliminación. El útero es 

el órgano que determina la regresión del cuerpo lúteo a través de la secreción de 

la hormona luteolítica prostaglandina F2α (PGF2α) (Gigli et al. 2006). 

 
Ahora está bien establecido que la prostaglandina liberada en el endometrio 

durante la fase lútea tardía, es responsable de la luteólisis y la consecuente 

caída dramática en las concentraciones de progesterona que prepara el 
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escenario para una nueva ovulación.  La prostaglandina liberada durante el ciclo 

estral bovino es estimulada por la oxitocina lútea después de unirse a un 

receptor específico en la célula endometrial (Gordon, 1996). 

 
La PGF2α, actuaría sobre el cuerpo lúteo por dos mecanismos. Por un lado, 

estimula a las células luteales grandes a secretar oxitocina, produciendo un 

mecanismo de retroalimentación positiva al estimular la liberación de más 

PGF2α por parte del endometrio. El segundo mecanismo consiste en regular 

directamente su propia síntesis estimulando a las células tecales  a producir 

PGF2α (Silvia, 1999). Este último mecanismo se encuentra activo en el CL del 

bovino a partir del día cinco.  Esto explicaría por qué con una sola inyección de 

PGF2α antes del día cuatro no se produce luteólisis, pero dosis repetidas o una 

sola inyección a partir del día cinco sí induce la regresión del cuerpo lúteo (Tsai 

y Wiltbank, 1998). 

 
Además de la PGF2α, otras hormonas participan de la lisis del cuerpo lúteo. Los 

estrógenos tienen un efecto positivo sobre el útero en su habilidad de liberar 

PGF2α. Pero es necesario que la progesterona haya actuado previamente sobre 

las células endometriales. Los estrógenos tienen un feedback positivo sobre 

ellos mismos al aumentar sus propios receptores en endometrio; además 

producen el aumento de los receptores para oxitocina. Se reconoce entonces 

que, el cuerpo lúteo posee receptores para oxitocina y para estradiol (Kimball y 

Hansel, 1974), sugiriendo que los estrógenos tendrían una acción directa sobre 

la lisis del cuerpo lúteo. 
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Unos días antes de la siguiente ovulación se produce una cicatrización y 

sustitución del cuerpo lúteo por tejido conectivo, apareciendo una costra blanca 

sobre la superficie del ovario que se denomina cuerpo blanco o albicans 

(Caravaca et al. 2005 y Frandson et al. 2009). A parte de la eliminación del tejido 

lúteo y la recuperación de la forma y tamaño anterior, no se conoce otra función 

del cuerpo albican (Ospina y Aldama, 1995). 

 

Por otra parte, si se realiza el apareamiento y la vaca queda preñada, el 

mecanismo de liberación de prostaglandinas se suprime (Gordon, 1996), el 

reconocimiento materno de la gestación se produce, y la regresión del cuerpo 

lúteo se previene (Frandson et al. 2009).   

 
La función básica de la progesterona durante este momento es preparar al 

organismo para un embarazo. La progesterona aumenta la secreción de las 

glándulas del útero e inhibe la motilidad uterina para promover la implantación y 

mantenimiento de la preñez.  La progesterona también promueve el desarrollo 

de la glándula mamaria.  Los altos niveles de progesterona actúan sobre el eje 

hipotálamo adenohipofisario para inhibir la secreción de LH (Frandson et al. 

2009). 

2.5. Dinámica folicular  durante el ciclo estral en el bovino 

 

El crecimiento, desarrollo y maduración de los folículos ováricos es un proceso 

fundamental para la alta eficiencia reproductiva en los animales de granja (Forde 
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et al., 2011). Durante el desarrollo fetal se establece un número fijo de folículos 

primordiales, el crecimiento de un folículo ovárico toma un período de 3-4 meses 

y se categoriza como estadío gonadotrofina independiente y gonadotrofina 

dependiente (Webb et al., 2004). 

Las opiniones científicas sobre la foliculogénesis en el bovino han variado a 

través de la historia de la investigación (Adams y Pierson, 1995). A Rajakoski 

(1960) se le ha acreditado la proposición inicial de la teoría de las ondas de 

crecimiento folicular durante el ciclo estral bovino. Basado en la evaluación 

anatómica e histológica de ovarios obtenidos de vacas sacrificadas en días 

conocidos del ciclo estral, concluyó  que ocurrían dos ondas de crecimiento de 

folículos antrales (5mm de diámetro). No obstante resultados de trabajos 

histológicos posteriores realizados por otros autores refutaron el fenómeno de 

las ondas y apoyaron la noción de que el crecimiento folicular era continuo e 

independiente de las fases del ciclo. Si bien algunos autores apoyaban la teoría 

de que los folículos se desarrollaban en periodos u ondas, la mayoría de los 

investigadores estaban de acuerdo con la noción de que el crecimiento folicular 

era continuo e independiente de las fases del ciclo. La confusión y controversia 

continuó hasta la segunda mitad de la década del 80, en que trabajos utilizando 

ultrasonografía de tiempo real documentaron convincentemente que el 

crecimiento folicular en el bovino ocurre simulando ondas (Sirois y Fortune, 

1988; Ginther et al., 1989a y Savio et al., 1990). Desde ese momento se ha 

realizado un importante número de trabajos que demuestran que el patrón de 

ondas  se repite en casi todos los estadios de la vida de la vaca, incluyendo la 
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preñez (Ginther et al., 1996) y el periodo postparto (Savio et al., 1990 ). En 

estudios de vaquillonas prepúberes (Evans et al., 1994), la composición de las 

ondas foliculares no ovulatorias fueron muy similares a la de animales maduros 

y se concluyó que el fenómeno de emergencia de ondas se establece temprano, 

en el periodo prepuberal (alrededor de las dos semanas de vida). 

 

Se definió a la  onda folicular, como la activación y crecimiento simultáneo de un 

grupo de folículos terciarios que emergen, continuando uno de ellos su 

crecimiento y diferenciación (folículo dominante) mientras que los otros (folículos 

subordinados), se atresian (Gigli et al. 2006).  La emergencia del grupo o 

cascada de pequeños folículos antrales inicia justo antes del día de la ovulación 

y durante los próximos días, el folículo que se hace dominante, suprime el 

crecimiento de una nueva onda folicular. Mientras que el folículo dominante 

continúa aumentando de tamaño, el crecimiento de los restantes folículos del 

cohorte cesa o se hace lento y estos folículos subordinados finalmente sufren 

atresia (Fricke, 2001). 

Autores como Goodman y Hodgen (1983), sugirieron el uso de los términos 

reclutamiento, selección y dominancia para describir el desarrollo folicular 

durante el ciclo estral. La fase de reclutamiento está dada por el desarrollo de un 

cohorte de folículos que comienzan a madurar bajo un aporte de gonadotrofinas, 

que le permiten avanzar hacia la ovulación.  La fase de selección, es el proceso 

por el cual un folículo evade la atresia con la posibilidad de llegar a la ovulación.  

La fase de dominancia, es el proceso por el cual el folículo seleccionado ejerce 
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un efecto inhibitorio sobre el reclutamiento de una nueva cohorte de folículos 

(Savio et al. 1988 y Sunderland et al. 1994). Una fase de atresia folicular 

presente solo en los folículos no ovulatorios fue propuesta por Sunderland et al. 

(1994), fase que también representa la desaparición del folículo dominante que 

no ovula. 

 

Durante el reclutamiento, un rango de 8 a 41 folículos con promedio de 24 de 

entre dos, tres (Fernández, 2003), hasta cuatro milímetros (Lucy et al. 1992), 

inician su crecimiento. Durante los siguientes dos, tres (Bo, 2002) y cuatro días 

(Lucy el al. 1992) crecen hasta alcanzar un diámetro de seis a ocho (Quintela et 

al. 2006) o hasta nueve milímetros (Lucy et al. 1992), que es cuando inicia la 

fase de selección (Quintela et al. 2006).  El folículo dominante alcanza un 

diámetro mayor a 10 mm (Lucy et al. 1992; Adams et al. 1993) 

aproximadamente de 10 a 15 mm y permanece dominante por un período de 

cinco a siete días (Díaz, 1999), hasta que se hace atrésico  o se vuelve pre-

ovulatorio.  El folículo preovulatorio o de Graaf puede medir alrededor de 15 a 17 

milímetros (Bo y Caccia, 2000), 11 a 16 milímetros (DesCôteaux, 2010) de 

diámetro.  

La primera onda de desarrollo folicular se detecta el día de la ovulación (d 0).  La 

segunda onda comenzará el día nueve o 10 para los ciclos de dos ondas y los 

días ocho o nueve en los ciclos de tres ondas.  En los ciclos del tres ondas la 

tercera onda emerge los días 15 o 16 (Bo, 2002).  No obstante, hay una gran 

variación individual principalmente en la segunda onda y esta puede comenzar 
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más temprano (d 6) o más tarde (d 12) (Bo y Mapletoft, 1999). En cuyos casos 

se han encontrado animales con cuatro ondas, la cuarta onda comienza el día 

20 o 21 y este ciclo tendrá una duración mayor a 21 días (Bo et al. 2002).   

 

Los primeros reportes utilizando ultrasonido indicaron que el número de ondas 

foliculares que ocurren en vaquillas cíclicas, varía entre animales.  Algunas 

vaquillas exhibían dos mientras que otras exhibían tres ondas sucesivas de 

crecimiento folicular durante cada ciclo estral (Savio et al. 1988; Sirois y Fortune, 

1988; Ginther  et al. 1989; Taylor y Rajamahendran, 1991).  En general las 

vacas lecheras en lactancia, primíparas y multíparas tienden con mayor 

frecuencia a exhibir ciclos de dos ondas, mientras que las vaquillas lecheras 

nulíparas tienden con mayor frecuencia a exhibir ciclos de tres ondas.  Sin 

embargo, un animal que presente un ciclo de dos ondas puede exhibir tres 

ondas durante el subsecuente ciclo y viceversa, pero la frecuencia con la cual 

este cambio en el número de ondas por ciclo se presente dentro de un animal no 

ha sido bien establecida.  Varios factores que influencian el número de ondas 

por ciclo estral, incluyen la ingestión dietética (Murphy et al. 1991), edad, paridad 

y estado de lactancia (Lucy et al. 1992).  

 

La duración del ciclo estral va a estar relacionada con la cantidad de ondas (Bo, 

2002).  El número de ondas de crecimiento folicular durante el ciclo estral es 

determinado por la longitud de la fase luteal; si la progesterona declina mientras 

el folículo dominante de la segunda onda está en la fase de crecimiento pos-
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desviación o en su fase estática temprana (tres a cuatro días después de su 

desarrollo máximo) este folículo ovulará; sino sufrirá atresia y se originará una 

nueva onda (Lucy et al. 1992).  Así, el principal factor que condiciona la duración 

del ciclo y por lo tanto la existencia de dos, tres o cuatro ondas por ciclo, parece 

ser la vida del cuerpo lúteo (Fernández, 2003). Consecuentemente, la duración 

del ciclo de dos ondas es de 18 a 20 días, de 21 a 23 días en los ciclos de tres 

ondas (Bo, 2002) y 24 o 25 días en los ciclos de cuatro ondas (Zeitoun et al. 

1996; Bo, 2002). 

 

2.6. Ultrasonografía y su empleo en reproducción bovina 

 

La ultrasonografía se basa en las diferencias de impedancia acústica entre los 

tejidos, obteniendo imágenes y colores diferentes según la ecogenicidad de los 

mismos. Emplea ondas de sonido de alta frecuencia para producir imágenes de 

los tejidos blandos y órganos internos, lo cual es posible visualizar a través de la 

pantalla del ecógrafo. La aplicación de la ultrasonografía en las especies bovina 

data aproximadamente de los años 80, sin embargo su desarrollo y 

perfeccionamiento para el estudio de los eventos reproductivos se ha acelerado 

en la presente década.  

El uso de la técnica de ultrasonografía en reproducción bovina se incrementa 

cada día a través del especialista en biotecnología de la reproducción, ya que su 

utilización es demandada cada vez más por los ganaderos y los centros 

científicos, debido a su precisión, y a que su aplicación confirma o desestima la 
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valoración realizada por palpación transrectal, constituyendo un medio 

diagnóstico de certeza y confirmativo. Además, la ultrasonografía fue utilizada 

como técnica para estudiar la dinámica folicular en el ovario durante el ciclo 

estral, para evaluar el efectos hormonales sobre la población de folículos de los 

ovarios y más recientemente para realizar aspiración guiada de folículos (Ovum 

pick-up). En el macho ha sido empleada para el diagnóstico de patologías de 

testículo, epidídimo y glándulas anexas (de la Sota et al. 2003). 

Otra gran ventaja que nos ofrece la ultrasonografía es la posibilidad de 

determinar el sexo los fetos a partir del día 57 basándose en la migración del 

tubérculo genital (próximo al ombligo en macho y detrás de la cola e hembra). A 

su vez también permite identificar aquellas vacas vacías con 58 patologías en el 

tracto reproductivo y monitorear la actividad ovárica con alta precisión (Kumar, 

2009). 

 

2.6.1. Principios  

 
La ultrasonografía utiliza ondas de sonido de alta frecuencia medidas en 

Megahertz (1 MHz = 1, 000,000 de ondas de sonido por segundo) para producir 

imágenes de los tejidos blandos y órganos internos (Bo y Caccia, 2000).  

 
Los sonidos son el resultado del recorrido de la energía mecánica a través de la 

materia en forma de una onda que produce alternativamente los fenómenos de 

compresión y rarefracción.  Se definen por tres características: frecuencia de 

vibración, longitud de onda y velocidad de propagación: 
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 Frecuencia: es el número de ciclos completos por unidad de tiempo y se 

mide en Hertzios (Hz), de manera que un Hz = 1 ciclo por segundo.  

 Longitud de onda: es la distancia entre el comienzo o pico de la compresión 

de un ciclo y el siguiente. 

 Velocidad: es la rapidez con la cual las ondas de sonido viajan a través de un 

medio específico (velocidad = frecuencia x longitud de onda). 

 
Los ultrasonidos se definen como sonidos con una frecuencia mayor de 20,000 

ciclos por segundo (20,000 Hz), es decir, que se encuentran por encima de los 

límites audibles.  Las frecuencias que usualmente se utilizan en animales están  

entre 1x106  y 10x106 (1  a 10 MHz) (Quintela et al. 2006). 

 
Las máquinas de ultrasonido están compuestas de forma general por el 

transductor y la consola.  El transductor está integrado por una gran cantidad de 

pequeños cristales que vibran al ser estimulados por la corriente eléctrica 

proveniente de la consola, resultando en la emisión de ondas de sonido que 

viajan a través de los tejidos en diferentes ángulos, de acuerdo a la orientación 

dada al transductor (Bo y Caccia, 2000). El transductor puede ser lineal dando 

una imagen rectangular en la pantalla (barrido de matriz lineal) o sectorial donde 

la imagen será en triangulo (registro sectorial) (Quintela et al. 2006).  Luego, los 

tejidos tendrán la capacidad de reflejar o propagar las ondas de sonido y el eco 

resultante será recibido por los cristales que transformarán las vibraciones en 
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corriente eléctrica, que irá a la consola para ser luego transformada en imágenes 

(Bo y Caccia, 2000).  

Esta imagen se observa en la pantalla de acuerdo a la densidad o dureza del 

tejido examinado, en una variedad de tonos que van desde el negro (color como 

se observan los líquidos) al blanco (los huesos y tejidos muy densos), 

incluyendo una amplísima gradación de tonos grises (cuerpo lúteo, estroma 

ovárico, etc.) (Perea, 2005). 

 
Con el descubrimiento de ciertos materiales (cuarzo, turmalina, etc.) que al 

aplicarles energía mecánica producían cargas eléctricas se facilitó la emisión y 

recepción de ondas de ultrasonido.  Este efecto se denominó piezoeléctrico y 

también funciona en sentido inverso, de forma que al aplicar un campo eléctrico 

a estos materiales se producían tracciones y compresiones (sonido).  Con este 

descubrimiento de una forma simple y en un reducido espacio se podría 

construir emisores de ultrasonido (Quintela et al. 2006). 

 
Ya que los ultrasonidos no se propagan en el vacío, precisan de un medio para 

propagarse.  No todos los medios tienen la misma capacidad de propagarlos y 

para valorar esta capacidad surge el término de impedancia acústica.  Esta es la 

capacidad de diferentes medios de resistir o impedir la transmisión del sonido.  

Varía ligeramente entre la mayoría de los tejidos, dependiendo de la densidad y 

elasticidad de los mismos, pero permite distinguir un tejido de otro siempre que 

se transmita parte del sonido, de modo que las estructuras llenas de aire y óseas 

son barreras para las ondas de ultrasonido (Quintela et al. 2006), en tanto que 
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las estructuras llenas de líquido o tejidos blandos, permiten la propagación de 

las ondas de ultrasonido.  

Las ondas que atraviesan los tejidos son muy delgadas (2 mm), por lo tanto la 

imagen producida es equivalente a un corte histológico.  Los límites entre dos 

tejidos adyacentes de distintas densidad se denominan interfaces.  Diferencias 

muy pequeñas de densidad pueden resultar en una interface (Bo y Caccia, 

2000). Las interfaces entre los tejidos blandos y el aire o entre los tejidos 

blandos y el hueso hacen que la impedancia acústica sea muy diferente 

(Quintela et al. 2006).  Por lo tanto las interfaces nos permiten delimitar los 

órganos en estudio y las distintas densidades posibilitan hacer una evaluación 

de los cambios normales o anormales de dichos órganos (Bo y Caccia, 2000).  

 
Para describir la textura de los tejidos en una imagen ecográfica existe una 

terminología específica.  Ecogénico o ecoico significa que la mayor parte del 

sonido se refleja hacia el transductor y estas áreas aparecen de color blanco en 

la pantalla (huesos, aire).  Anecogénico se emplea para describir el tejido que 

transmite todo el sonido hacia tejidos más profundos, no reflejando ningún 

sonido hacia el transductor.  Estas áreas se ven de color negro en la pantalla y 

suelen corresponder con estructuras llenas de líquido.  Los tejidos blandos no 

solo se representan en blanco y negro, sino que como se mencionó, también 

pueden aparecer distintas escalas de grises así hiperecoico define a los tejido 

que  reflejan más sonido que el tejido circundante e hipoecoico describe la idea 
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contraria.  Isoecoico se utiliza para definir los tejidos que muestran la misma 

ecogenicidad que los tejidos circundantes (Quintela et al. 2006). 

 
A medida que los ultrasonidos avanzan por los tejidos van perdiendo intensidad 

(atenuación). El sonido que  viaja a través de los tejidos está sujeto a la 

atenuación.  Esto limita la profundidad de la imagen.  Este grado de atenuación 

depende de la frecuencia del transductor, así el sonido emitido por un 

transductor de alta frecuencia se atenúa más rápidamente que uno de 

frecuencia más baja y por tanto, este último puede llegar a tejidos más 

profundos, sin embargo a mayor frecuencia menor penetración pero mejor 

imagen y viceversa (Quintela et al. 2006).  

 
Las frecuencias más comúnmente usadas en la evaluación de los órganos 

reproductivos de grandes animales como la vaca son: 3.5, 5.0 y 7.5 MHz. Las 

estructuras relativamente pequeñas, como los folículos ováricos localizados más 

próximos del transductor se pueden estudiar con una frecuencia entre 5.0 y 7.5 

MHz. Por el contrario, grandes estructuras localizadas cerca del transductor 

tales como fetos y úteros de mediana y avanzada gestación, se observan mejor 

con frecuencias de 3.5 MHz (Perea, 2005). 

 

 
2.6.2. Aplicación 

 
Actualmente la ultrasonografía es empleada eficazmente como una herramienta 

de diagnóstico en las diferentes especies de animales, siendo el diagnóstico 
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reproductivo uno de los principales campos. En la hembra bovina existen una 

gran cantidad de aplicaciones prácticas, de modo que se mencionan a 

continuación algunas de las más relevantes. 

 

 
2.7. Ultrasonografía de los folículos ováricos. 

  
En el examen ultrasonográfico de los ovarios, los folículos se muestran a través 

de imágenes no ecogénicas de color negro en forma redondeada o en 

estructuras irregulares debido a la compresión de los folículos adyacentes, al 

cuerpo lúteo y a la compresión de los folículos por el estroma ovárico. Las 

medidas obtenidas de los folículos corresponden a las dimensiones del antro 

folicular y no incluye el diámetro de la pared   (Pieterse, 1991).   

Los folículos preovulatorios se muestran como estructuras redondeadas 

anecogénicas de 1,5 a 2,5 cm o 15 - 17 mm (Calderón, 2010).  

 

La determinación de la dinámica de las ondas foliculares mediante ecografía es 

uno de los resultados de mayor impacto en la biotecnología de la reproducción 

bovina. El inicio de una onda folicular se caracteriza por la formación de un gran 

número de folículos simultáneamente, selección del folículo dominante y atresia 

de los folículos más pequeños, recesivos o subordinados. En ausencia de 

luteólisis el folículo dominante detiene su crecimiento, comienza su regresión y 

da paso a una nueva onda folicular. El día cero del ciclo es el primer día que 
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desaparece el folículo pre ovulatorio y coincide con el surgimiento de la primera 

onda folicular. 

 

 

2.8. Estudio de la Dinámica Folicular 

 
Como se vio en más detalle en la parte B de la revisión de literatura, otra de las 

aplicaciones de la ultrasonografía es el estudio de la dinámica folicular.  Gracias 

al empleo de la ecografía en vacuno se han conseguido establecer los patrones 

de crecimiento folicular en hembras prepúberes con 2 semanas de edad (Evans 

et al. 1994), en novillas (Savio et al. 1988; Ginther et al. 1989b; Sunderland et al. 

1994; Solís, 2006); en vacas postparto (Savio et al. 1990), en gestantes (Pierson 

y Ginther, 1986; Ginther et al. 1989c; Thatcher et al. 1991; Ginther et al. 1996b), 

en vacas anovulatorias (McDougall et al. 1995), o en vacas que habían recibido 

tratamientos de sincronización de celos (Sirois y Fortune, 1990; Stock y Fortune, 

1993). 

 
El uso de la ultrasonografía ha permitido revelar que el crecimiento folicular 

ocurre en forma de ondas, de modo que fundamentado en este acontecimiento 

se ha podido mejorar la eficiencia en  programas de reproducción asistida como 

la sincronización de la ovulación (Bo, 2002), la superovulación (Bo y Mapletoft, 

1999; Solís, 2006), y la aspiración folicular transvaginal (Adams et al. 1993; 

Seneda et al. 2001).  

 



57 

 

 
 
 
2.9. Aspiración Folicular para Obtención de Ovocitos 

 
Durante los años 90 la ecografía guiada comenzó a utilizarse como método de 

recolección de ovocitos en bovinos, los que luego son empleados para la 

producción in vitro de embriones.  Se realiza tanto en vacas adultas como en 

animales jóvenes. 

 
Para la realización de esta técnica el transductor o sonda es colocado en un 

soporte rígido de 50 centímetros que contiene la guía de la aguja de punción. 

Las agujas se introducen  por una guía adaptada a la parte plástica o metálica 

que sujeta el transductor, una bomba de vacío permite realizar la presión de 

aspiración necesaria para recolectar el contenido de los folículos puncionados 

(Denis, 2008). Este procedimiento aporta considerables ventajas al ser poco 

traumático, mínimamente invasivo y ser repetible en sucesivas ocasiones 

(Quintela et al. 2006). 

 
La imagen de la pantalla del ecógrafo se utiliza para guiar la aguja de punción 

dentro del ovario hasta el folículo, por lo que la calidad de la imagen del equipo 

es de suma importancia (Bo y Caccia, 2000).   

 
En la actualidad se trata de una técnica plenamente consolidada ya que la 

combinación de la aspiración folicular transvaginal ecoguiada y de la 

fecundación in vitro ha permitido la obtención de un gran número de terneros.  
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Además la combinación de ambas técnicas permite producir mayor número de 

embriones por unidad de tiempo que los programas MOET (Quintela et al. 2006). 

 
 
 
 
 
2.10. ASPIRACIÓN FOLICULAR TRANSVAGINAL GUIADA POR 

ECOGRAFÍA EN   EL BOVINO (OVUM PICK-UP, OPU) 

 

La técnica de aspiración folicular transvaginal guiada por ecografía conocida 

como OPU por sus siglas en inglés (Ovum Pick-up), consiste en la recolección 

de ovocitos (con ayuda de una aguja introducida por la vaginal), mediante la 

punción  de los folículos visualizados a través de un ecógrafo en hembras vivas 

(Pieterse et al. 1988, Denis et al. 2000, Bage et al. 2003). 

 
La misma comenzó a utilizarse en la mujer en la década de los años 80 y se 

describe por primera vez en  bovinos por Pieterse  et al. (1988), a finales de los 

años1990.   La técnica se había extendido vertiginosamente a numerosos 

países, ya que sin dudas abre nuevos horizontes en el campo de las 

biotecnologías de la reproducción.  Actualmente se utiliza por la mayoría de los 

centros dedicados a la producción de embriones in vitro  (Hasler  et al.  1995; 

Ward  et al. 2000; Petyim et al. 2003).   

 
Antiguamente la recolección de ovocitos para la producción  in vitro de 

embriones provenía sólo de hembras sacrificadas u ovarioectomizadas.  Esta 
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metodología presenta grandes limitaciones puesto que no permite ser 

reproducida, disminuyendo la producción de embriones y por tanto se encuentra 

limitada la posibilidad de descendencia de las hembras sacrificadas. En cambio 

la técnica de OPU permite la obtención de ovocitos de calidad y de forma 

estable, a partir de animales previamente seleccionados y controlados. Este 

procedimiento no invasivo y repetible no afecta el estado productivo y/o 

reproductivo ni compromete la fertilidad futura de las donantes (Donnay et al. 

1997; Maillard et al. 2003; Denis, 2008). 

 
La producción in vitro de embriones (PIV) a partir de ovocitos recolectados por 

OPU, puede ser una alternativa para la transferencia de embriones (TE) tanto en 

un marco comercial como en los programas del mejoramiento genético 

(Roschlau  et al. 2003). Con la utilización de esta técnica se pueden producir dos 

ó tres veces más embriones por vaca que por el método convencional (Palma 

2001).  

 

2.10.1. Metodologías empleadas en punción folicular (OPU) 

 

En los programas de producción in vitro de embriones (PIVE), las donantes 

pueden clasificarse como adecuadas; cuando la ecografía de los ovarios 

muestra de manera satisfactoria la población de folículos con diámetro superior 

a 3 mm (Cosac et al., 2003). La frecuencia del transductor es una variable 

importante a considerar en el proceso de recuperación de ovocitos. Hay citas de 
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3,5 MHz de frecuencia (Callesen et al., 1987), de 7,5 MHz (Hendriksen et al., 

2004), 5,0 MHz (Bols et al., 2004) y 6,5 MHz (Roover et al., 2005). 

El transductor vaginal endo-humano o micro-convexo es muy apropiado a las 

condiciones anatómicas de vacas y novillas pequeñas (Sauvé, 1998), además 

de  presentar imagen de alta resolución y tener un gran ángulo de apertura 

(Aerts et al., 2004). El transductor sectorial, a su vez, ha demostrado ser más 

eficiente para ver los folículos más pequeños en comparación con transductor 

lineal (Bols et al., 2004). Sin embargo, el transductor lineal es sin duda el más 

utilizado en reproducción en animales grandes y fue (Seneda et al., 2003) quien 

hizo posible su utilización para la aspiración folicular transvaginal en bovinos. La 

principal desventaja de aspiración que se presenta con el transductor lineal se 

refiere al limitado espacio entre el transductor y la aguja, lo que impide que todas 

las regiones del ovario puedan ser puncionadas, incluso se hace difícil  para 

cambiar el posicionamiento de los ovarios.  

Inicialmente, la mayoría de los investigadores realizaban las aspiraciones  sólo 

con agujas de gran longitud.  

 

2.10.2. Descripción de la Técnica  

 
Para la realización de esta técnica el transductor o sonda es colocado en un 

soporte rígido de 50 centímetros que contiene la guía de la aguja de punción. 

Las agujas se introducen  por una guía adaptada a la parte plástica o metálica 

que sujeta el transductor, una bomba de vacío permite realizar la  presión de 
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aspiración necesaria para recolectar el contenido de los folículos puncionados, 

presiones entre 50  (Fry et al. 1994)  y 85 milímetros de mercurio (Gibbons et al. 

1994), han sido reportadas con buenos resultados.   

 
Existen tres tipos de agujas, las largas de uso único, las cortas de inyección 

(desechables) y un sistema semidesechable en el cual se cambia la punta de las 

agujas largas por agujas cortas desechables, las largas  (35  a 60 centímetro) 

tienen el inconveniente que pierden el filo con facilidad, por lo que es necesario 

cambiarlas entre vaca y vaca, son muy caras y el ovocito debe transitar una gran 

distancia por una superficie metálica,  las cortas son también de uso único y 

mucho más baratas, constituyendo un sistema más práctico (Denis, 2008).  

 
Las agujas de bisel corto suelen ser más eficaces, ya que, la tasa de recolección 

es mayor y el daño a las células del cúmulo menor (Bols  et al.  1997). En el 

caso del sistema semidesechable, se han reportado daños en la calidad de los 

ovocitos recolectados, debido a  la toxicidad de los fundentes utilizados y 

longitud metálica por donde debe transitar el ovocito (Bols, 2005).    

 
Para la realización de  OPU (Bols  et al. 2004) resulta indispensable disponer de 

tres componentes: un equipo de ultrasonido (ecógrafo) con su respectivo 

transductor, una bomba de aspiración y un sistema de guía de aguja conectado 

a un tubo colector. 

 
En la actualidad existe una gran variedad de marcas de ecógrafos (Aloka, Pie 

Medical, Starvet, Essaote-Aquila etc.), muchos de los cuales se han 



62 

 

especializado en el diseño de  transductores (sectoriales, convexos o lineales) 

apropiados para realizar  OPU, capaces de trabajar incluso con dos frecuencias 

(Denis et al. 2004).  Justo antes de iniciar el acto de la punción algunos equipos 

de trabajo prefieren sedar las hembras con hidrocloruro de detomidina 

(Domocedan)  vía endovenosa, a razón de un miligramo por 100 kilogramos de 

peso vivo y/o (Buscopan) hyoscine-N-butylbromide utilizado como relajante 

intestinal antes de aplicar la anestesia epidural  (Bols 1997) Sin embargo, en 

Francia y otros países   OPU se  realiza de modo habitual sólo con la aplicación 

de  anestesia epidural (5 mililitros de lidocaina al dos por ciento), de modo que, 

se produzca la insensibilización del aparato genital y una disminución de los 

movimientos peristálticos a nivel del recto, lo cual facilita tanto  la localización 

como la manipulación de los ovarios (Heyman et al. 2002). 

 
Posteriormente se extraen las heces fecales del recto y se procede a la limpieza, 

desinfección y secado de la vulva y la región perineal con agua, desinfectante y 

papel higiénico.  Una vez colocada la aguja en la  guía del transductor se 

introduce este a través de la vagina,  la mano libre del operador se introduce por 

el recto para proceder a la localización y acercamiento del ovario al transductor, 

que se  coloca a la derecha o izquierda del cervix según el ovario seleccionado, 

para iniciar la  punción (Bols 1997). En nuestro caso estos últimos  

procedimientos se obviaron debido a que se utilizaron ovarios post-mortem.   

  
Los folículos se observan como imágenes anecogénicas (color negro) en  el 

ovario, es necesario hacer coincidir estos con la línea discontinua que aparece  
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en la pantalla del ecógrafo (previa activación del menú punción) y que marca el 

recorrido de la aguja (Figura No 4).  

 

 

 

FIGURA 6. IMAGEN ECOGRÁFICA DE UN OVARIO CON LOS FOLÍCULOS 

(F) Y LÍNEA DE PUNCIÓN (LP), QUE MARCA EL RECORRIDO DE LA 

AGUJA. 

 

 

 

 

 

Esto se logra a través de la manipulación  sobre el ovario, posteriormente  se 

inicia la presión negativa y se hace avanzar  la aguja, es posible  visualizar la 

aspiración al desaparecer de la pantalla la imagen del folículo (Bols 1997). La 
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manipulación de la aguja puede realizarse por el propio operador, aunque  por lo 

engorroso que resulta, generalmente  es realizado por un ayudante.  Antes de 

iniciar la operación, se hace pasar por la aguja una  solución fosfatada  buferada 

(PBS) a la cual se le adiciona 0,4 por ciento de suero de albúmina bovino (SAB) 

o uno por ciento de suero fetal bovino (SFB) y 10 unidades internacionales por 

mililitro de heparina sódica para evitar la coagulación de la sangre, que es 

abundante en el tubo de recolección (Hasler 1992), también es posible pasar 

solamente la solución de PBS con heparina (Heyman  et al. 2002). 

 
El contenido de la punción cae directamente a un filtro o a un tubo de 

recolección, el cual se mantiene a 37 grados centígrados hasta el momento en 

que se procede a la búsqueda y clasificación de los ovocitos colectados. El 

diámetro del filtro utilizado no debe ser mayor de 100 micras (Filtro EMCON), 

posteriormente el contenido se lava con PBS o puede adicionársele a esta 0,4 

porciento de SAB y 10 unidades internacionales por mililitro de heparina sódica 

(a 37 grados centígrados), para eliminar la sangre (Nibart y Marquant-Le 1995), 

y realizar más fácilmente la búsqueda y clasificación morfológica de los ovocitos, 

la cual se realiza en un estereoscopio óptico binocular (Marquant-Le. et al. 

1989).  

 

2.11. Selección de Ovocitos  

 

Los ovocitos inmaduros, recolectados para FIV varían en su apariencia (aspecto 

del citoplasma y del cúmulus) y su morfología. Por ello se han tratado de 
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establecer relaciones entre estos y las tasas de desarrollo, con la intensión de 

identificar uno o varios marcadores de calidad morfológica del complejo cúmulus 

ovocito (COCs), con valor predictivo sobre las tasas de desarrollo de blastocitos. 

De forma similar que con el tamaño del ovocito (>15ųm, Nagano y col., 2006), la 

morfología de los  COCs se estableció como criterio para seleccionar los más 

adecuados para ser cultivados (Madisson y col.,1992; Blondin  y Sirard, 1995; 

Hazeleger y col., 1995; Hosoe y Shioya, 1997). La evaluación morfológica se 

debe llevar a cabo en una lupa entre 40 y 60 aumentos, tomando en 

consideración el aspecto del cúmulus y del citoplasma del ovocito. (Cuadro 1). 

CUADRO I. CRITERIOS DE SELECCIÓN DE LOS COCS INMADUROS  

 

Cúmulus  Citoplasma ovocito 

Número de capas que lo forman  

Compactación  

Transparencia  

Color (densidad) 

Tamaño de la granulación  

 

 

2.11.1. Clasificación de Ovocitos  

 

Una etapa crítica en el procedimiento de fertilización in vitro (FIV) es la selección 

de ovocitos de buena calidad para poder garantizar un óptimo desarrollo, los 

aspectos más importantes que evalúan la calidad del ovocito son: Estado 

nuclear, características citoplasmáticas, aspectos de la corona radiada y la 

expansión o distribución de las células del cumulus (Chen y col., 2001), así 
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como el diámetro de los ovocitos, que condicionan su capacidad para madurar 

(Sato y col., 1990) de tal forma que los ovocitos bovinos con un diámetro inferior 

a 110 µm se encuentra todavía en fase de crecimiento y no han adquirido la 

capacidad para madurar. 

 

La morfología del citoplasma y las células del cumulus son los primeros criterios 

para discriminar entre ovocitos competentes o incompetentes para el desarrollo 

embrionario, la calidad de las células que rodean el ovocito y la apariencia 

homogénea de citoplasma son los mejores indicadores para determinar si el 

ovocito posee potencial para madurar y fecundar in vitro (Leibfried y col., 1986),   

las células del cumulus son subpoblaciones de células de la granulosa que 

aportan los nutrientes al ovocito durante su crecimiento, participan en la 

formación de la zona pelúcida , y sintetizan la matriz compuesta de ácido 

hilurónico y proteínas que juegan un papel importante en el transporte del 

ovocito a través del oviducto y permiten atrapar al espermatozoide para la 

fertilización (Arlotto y col., 1996). 

Por lo tanto los ovocitos se pueden clasificar según estos criterios, según las 

capas de células del cumulus, la homogeneidad y apariencia del citoplasma, 

aunque las categorías de clasificación varían en número según los autores con 

importancia científica  y para controlar la calidad de la producción y recolección 

de los ovocitos, existen clasificación de 2 (Younis y col., 1998), 3 (Hawk., y col 

1994) y 4 categorías, las que he valorado como más relevante, el tipo A 

corresponde a un ovocito corresponde a un ovocito con células del cumulus con 
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número de capas múltiples (mayor a 4) y compactas, con citoplasma 

homogéneo y transparente; el tipo B tiene capas múltiples del cumulus ( de 1 a 

3) y un citoplasma homogéneo con zonas periféricas oscuras; el tipo C se 

caracteriza por tener un cumulus denudado y un citoplasma irregular con zonas 

oscuras; el tipo D tiene el cumulus con células expandidas y un citoplasma 

irregular y con zonas oscuras (Lonergan y col., 1991), Aunque por otra parte un 

ooplasma negro indica que el ovocito está envejecido y tiene bajo el potencial 

para soportar el desarrollo (Nagano y col., 2006). 

 

FIGURA 7. CLASIFICACIÓN DE LOS OVOCITOS 

 

 

Fuente: Adaptada: Zárate, 2006 
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2.11.2. Morfología del complejo ovocito/cúmulus (COCs) 

 

El método más obvio para diferenciar los ovocitos competentes d elos que no lo 

son es la determinación de la constitución y morfología del cúmulus. Las células 

del cúmulus conforman una subpoblación de las células de la granulosa de la 

pared del folículo. In vivo, el cúmulus desaparece en el oviducto 3-6 horas 

(Lorton y First, 1979) a 10 horas después de la ovulación (Hyttel y col., 1988) en 

la mayoría de las especies. In vitro, el cúmulus del ovocito inmaduro está 

compuesto por las células de la corona radiata, que son las capas de células 

más próximas a la zona pelúcida del ovocito y comunicadas con éste a través de 

los puentes celulares.  

El espesor del cúmulus varía con el tamaño del folículo, a mayor número de 

capas. Durante la atresia folicular las capas más externas del cúmulus son 

menos compactas por la menor cantidad de células presentes. Los COCs 

considerados de buena calidad son aquellos que están rodeados por cúmulus 

compacto de color gris o marrón uniformemente oscuro. Ello es importante 

porque su función es la de regular la maduración citoplasmática del ovocito en 

las últimas fases de desarrollo (Tanghe y col., 2002), coincidiendo con la 

maduración in vitro. El mantenimiento de una comunicación óptima entre el 

ovocito y las células del cúmulus es muy necesaria para promover el desarrollo y 

capacitación del ovocito durante el momento del cultivo in vitro (Motlik y col., 

2000).  
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Además la presencia del cúmulus mejora la fecundación en la mayoría de las 

especies mamíferas (Van Soom y col., 2002) con excepción de la humana, a 

través de diferentes vías  (Tanghe y col., 2002). 

 

 

 

2.11.3. Efectos positivos del cúmulus sobre la fecundación (Tanghe y col., 

2002) 

 

a. Incrementa el número de espermatozoides fecundados alrededor del 

ovocito, a través de su actividad quimiotáctica como trampa, quedando 

los espermatozoides atrapados en la matriz de glicosanoglicanos (ácido 

hialurónico en bovinos), entre las células del cúmulus, evitando el 

progreso de los espermatozoides que no alcanzaron la reacción 

acrosómica u también ofreciendo mejores condiciones a los ovocitos 

hiperactivados en dirección al ovocito.  

b. Establece un microambiente que facilita la capacitación espermática y la 

penetración, a través de la secreción de los factores y modulación de la 

tensión del oxígeno o el pH.  

c. Protege al ovocito de cambios desfavorables, como el endurecimiento 

prematuro de la zona pelúcida que conduce a menor penetración 

espermática.  
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Por lo tanto los ovocitos se pueden clasificar según estos criterios, según las 

capas de células del cúmulus y la homogeneidad y apariencia del citoplasma, 

aunque las categorías de clasificación varían en número según los autores con 

importancia científica y para controlar la calidad de la producción y recolección 

de los ovocitos, existen clasificación de 2 (Younis y col., 1998), 3 (Hawk y col., 

1994) y 4 categorías, las que he valorado como más relevante, el tipo A 

corresponde a un ovocito corresponde a un ovocito con células del cúmulus con 

número de capas múltiples (mayor a 4) y compactas, con citoplasma 

homogéneo y transparente; el tipo B tiene capas múltiples del cúmulus (de 1 a 3) 

y un  citoplasma homogéneo con zonas periféricas oscuras; el tipo C se 

caracteriza por tener un cúmulus denudado y un citoplasma irregular con zonas 

oscuras; el tipo D tiene el cúmulus con células expandidas y un citoplasma 

irregular y con zonas oscuras (Lonergan y col., 1991).  

Aunque por otra parte un ooplasma negro indica que el ovocito está envejecido y 

tiene bajo el potencial para soportar el desarrollo (Nagano y col., 2006). 

Existe una relación directa entre el desarrollo del ovocito y el número de células 

que lo rodean (Hirao y col., 1994). Ovocitos desnudos aislados de folículos 

éntrales y cultivados solos o sobre monocapa de células de la granulosa tienen 

un desarrollo deficiente (Eppig JJ.1979) o degeneran después de la fertilización 

(Osaki y col., 1997), otros estudios demostraron que los ovocitos desnudos aún 

pueden conservar la capacidad de desarrollo normal (Dominiko., First), en 

general se considera el número de 5 capas, de cúmulus que rodean al ovocito, 

como el número relevante. (Hawk y col, 1994) Observaron que ovocitos con 3 
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capas desarrollaron significativamente menos al estadio de blastocito (23%) que 

los que poseían mayor número de capas (40%), estos resultados son todos 

obtenidos en laboratorio tras punción de ovarios post- mortem. 

Para fines prácticos se deberán cultivar solo ovocitos que tenga un cúmulus 

denso, con un mínimo de 5 capas que cubran toda la superficie del ovocito, que 

su citoplasma sea de color gris oscuro uniforme y sin manchas.  

La selección de los ovocitos previa a la maduración en bovinos fue reportada 

inicialmente por Leibfried y First (1979), que demostraron que la capacidad de 

maduración nuclear in vitro no dependía del tamaño del folículo ni del momento 

del ciclo estral de la hembra, pero sí las características morfológicas de los 

ovocitos para su maduración en cultivo. 

 

2.12. Factores que inciden en los resultados de la técnica 

 
Esta técnica se utiliza en donantes que se encuentren en diferentes estados 

productivos (secas o en ordeño) y/o reproductivos (novillas o vacas gestantes). 

En este caso se recomienda realizar la punción  entre el segundo y tercer mes 

de gestación,  ya que en el primer mes resulta  riesgoso lisar el cuerpo lúteo 

joven y comprometer la anidación del embrión. Pasados los tres meses de 

gestación los ovarios son inaccesibles por esta vía. OPU  ha sido aplicada 

además con buenos resultados en animales tanto fértiles como infértiles. Existe 

un grupo de factores  técnicos y biológicos que influyen en  los resultados de la 

punción folicular  in vivo (Douar, 1998), dentro de estos se encuentran:   
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2.13. Factores Técnicos que Influyen en los Resultados 

 

Estos son factores vinculados al equipo de aspiración empleado, los cuales se 

considera pueden ejercer gran influencia sobre la cantidad y calidad de los 

ovocitos colectados.  Tal es el caso de las agujas para la aspiración y la presión 

de vacío empleadas. 

 
 

2.13.1. Tipo y Calidad de las Agujas Utilizadas 

 

Dentro de los aspectos relacionados con la calidad de las agujas y el filo que 

estas posean (Sasamoto et al. 2003), resultan esenciales para el éxito de OPU 

(Scott et al. 1994). 

Inicialmente un gran número de investigadores recomendaban el empleo de 

agujas largas (50-60 cm) con diámetro exterior entre 1 y 1.5 mm, estas son 

relativamente fáciles de construir y manejar y tienen una vida útil prolongada 

(Pieterse et al. 1988, Galli et al. 2001, Merton 2003), entre sus desventajas 

figuran sus altos precios y la pérdida con facilidad del filo, por lo que necesitan 

ser reafiladas regularmente, sin embargo no vuelven a recuperar su filo inicial 

(Simon et al. 1993). El uso de la misma aguja para varios animales causaba 

pérdida del borde del bisel, resultando en daños al estroma ovárico. Teniendo en 

cuenta estos aspectos críticos de la aguja de 55 cm, se ha demostrado la 

viabilidad de la utilización de agujas hipodérmicas desechables de 18 y 19 
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Gauge (G) y 50 mm de longitud (Bols et al., 1997; 2004). Las agujas con 

diámetros mayores de 18 G son relacionadas con las mayores tasas de 

recuperación, pero con un porcentaje mayor de ovocitos desnudos, así como 

con importantes daños al estroma y con mayor cantidad de sangre en el líquido 

aspirado. Actualmente las agujas de diámetro inferior a 19 G han reducido las 

tasas de recuperación de ovocitos, posiblemente por la lentitud de la aspiración 

del líquido folicular en el momento de la punción. Las agujas hipodérmicas de 50 

mm han limitado la distribución en el mercado, pero son perfectamente 

sustituibles por las agujas de 40 mm. Por lo tanto, por agujas hipodérmicas 

desechables, la mayoría de las opciones viables en el mercado interno serían la 

de 40 mm x 9 y 40 mm x 10. Teniendo en cuenta que su precio es menor, se 

puede utilizar perfectamente una aguja por vaca, o incluso una por ovario, para 

los animales que presenten mayor cantidad de folículos pro aspiración. Así, el 

procedimiento se puede lograr causando el mínimo daño al estroma  ovárico 

(Seneda & Blaschi, 2004). 

2.13.2. Presión de Aspiración   

 

La misma se encuentra estrechamente relacionada con la aguja utilizada (Bols 

et al., 1996). Existe una gran variación entre trabajos, ocasionando que las bajas 

presiones sean poco eficaces para la aspiración, mientras que presiones altas 

degeneran las células del cúmulus. Debido a la influencia ejercida por todo el 

sistema en la presión final de vacío, se sugiere cuantificarla en volumen de 

líquido por minuto. El intervalo entre 10 a 20 ml de líquido por minuto ha sido el 
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más utilizado hoy en día, y la medida debe ser pertinentemente readecuada a 

cada procedimiento. Las bombas de vacío inicialmente descritas - Cook – son 

estables y fueron especialmente designadas para obtener ovocitos de vacas 

(Pieterse et al., 1988), pero tienen un costo mayor. En la actualidad existe la 

alternativa de utilización de bombas de succión dental, de líquido endotraqueal y 

de infusión controlada. Todos estos equipos proporcionan la generación de 

vacío, aunque las variaciones en la capacidad de generar presión negativa 

podrían poner en peligro la cantidad y la calidad de los ovocitos colectados.  

2.14. Factores Biológicos que Influyen en los Resultados 

 
En este grupo se encuentran aquellos factores relacionados directamente con la 

fisiología del animal. Tal es el caso de la frecuencia de aspiración y la 

estimulación hormonal previa, que tienen un efecto sobre la dinámica folicular y 

por ende sobre cantidad de estructuras foliculares disponibles para la aspiración. 

La condición corporal, estado de salud, raza, edad, fertilidad y categoría de la 

donante también pueden influenciar los resultados. 

 

2.14.1. Frecuencia de la Punción Folicular y el Momento Relativo al Ciclo de 

la Donante 

 
Una de las ventajas que ofrece esta técnica es precisamente que puede ser  

altamente repetible en un mismo animal, al respecto Pieterse  et al. (1991) 

realizó  OPU en diferentes momentos del ciclo estral durante un período  

superior a tres meses. Vos  et al. (1994), obtuvieron un número 

significativamente superior de ovocitos cuando realizaron la OPU 22 horas 
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posterior al pico de LH, respecto a cuándo realizaron esta antes de que se 

produjera el pico de esta hormona.  

 
Por su parte Hendriksen, (2004) obtuvo un número de complejos cúmulo-

ovocitos (COCs) de mayor calidad cuando realizó  OPU el día cinco del ciclo 

estral respecto a cuándo realizó esta el día ocho, momento en que estuvo 

presente  un folículo dominante, lo que sugiere que la presencia de este folículo 

afecta o inhibe el desarrollo del resto de los folículos subordinados.  Van der 

Schans et al. (1991),  puncionaron un mayor número de folículos (46.0 contra 

25.3) y obtuvieron un mayor número de COCs (18.8 contra 10.8) en vacas 

estimuladas hormonalmente cuando los ovarios fueron puncionados dos veces 

por semana comparada con una punción.  

 
Varios autores coinciden en afirmar que la frecuencia de aspiración de dos 

veces por semanal ofrece los mejores resultados en cuanto a cantidad y calidad 

de COCs recolectados (Simón  et al. 1993) y número de blastocitos obtenidos 

después de la fertilización in vitro (Gibbons  et al. 1994). Por lo que se puede 

asumir que con esta frecuencia de OPU el folículo dominante es aspirado 

durante cada sesión y de este modo se estimula el crecimiento de una nueva 

onda folicular formada solamente por pequeños folículos en crecimiento (Bergfelt 

et al. 1994). Sin embargo, existen reportes que refieren haber obtenido óptimos 

resultados con la aplicación de esta técnica tras un intervalo de siete días entre 

sesión de OPU (Imai et al. 2000).      
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2.14.2. Condición Fisiológica y Corporal de las Donantes   

 
La recolección de ovocitos en animales vivos no excluye a las hembras en 

estado de  gestación, de modo que es posible realizar la recolección durante el 

primer trimestre de la gestación (Reinders  et al. 1996). Esta puede realizarse 

además en hembras después de haber sido estimuladas con FSH (Meintjes  et 

al. 1995), aunque no siempre se logra obtener  mayor número de ovocitos 

(Bungartz  et al. 1995). Domínguez (1995), encontró incremento en el número de 

folículos medianos y grandes en hembras gestantes comparado con hembras 

cíclicas. Argov  et al. (2004), observaron un incremento de folículos recolectados 

al aumentar el número de sesiones de aspiración en vacas al inicio de la 

lactancia.  La subnutrición (condición corporal desfavorable) no tuvo un efecto 

negativo en la morfología de los ovocitos. 

 
No obstante, se evidenció una disminución significativa en el número de 

blastocistos producidos  in vitro (López  et al. 1996) y el incremento proporcional 

encontrado por Domínguez (1995), entre  la calidad de los ovocitos en la medida 

en que se incrementaba la condición corporal. Leroy (2004), demostraron por su 

parte que los cambios metabólicos detectados en el suero de vacas altas 

productoras de leche después del parto, están presentes también en el líquido 

folicular de los folículos dominantes, por lo que las posibilidades de desarrollo 

del ovocito presente en el pueden verse limitadas.  

 

2.14.3. Raza, Edad, Fertilidad y Categoría de la Donante  
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Gran cantidad de estudios demuestran mayor respuesta en ganado Bos indicus; 

debido a que los animales Bos indicus presentan naturalmente mayor número de 

folículos por onda ovocitos (Blaschi el al. 2004), como indica Cruz et al. (2009), 

cuando encontraron un promedio de 16.3 COCs procedente de vacas Bos 

indicus versus 4.6 ovocitos procedentes de vacas Bos taurus. De Armas et al. 

(1994), recolectaron una mayor cantidad de complejos cúmulo-ovocitos por 

ovario en la raza Holstein respecto a los cruzamientos (Holstein x Cebú). Sin 

embargo, la cantidad de blastocistos obtenidos después de la FIV fue superior 

en los animales mestizos. Katska y Smorag (1984), observaron una disminución 

progresiva en la actividad ovárica en vacas viejas, pero no decreció con la edad 

la capacidad de producción de gametos.   

 
La utilización de OPU en animales muy jóvenes está limitada por el reducido 

tamaño de la pelvis, pero en dependencia del desarrollo del tracto genital y del 

tipo de transductor utilizado se han reportado trabajos en novillas entre 6 y 8 

meses en la raza Holstein Friesian (Bols  et al. 1999). También se ha reportado 

la aplicación de esta técnica en terneras pero varía la forma de manipulación de 

los ovarios (Brogliatti  et al.1995), aunque el principal problema que se presenta 

después de aplicar  OPU en animales impúberes está relacionado con la 

disminución en la capacidad de desarrollo  in vitro de los ovocitos recolectados 

(Taneja  2000).  Van Wagtendonk et al. (1998), encontraron un número 

significativamente mayor de  blastocistos   cuando utilizaron donantes de 
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ovocitos mayores de tres años respecto a las menores  (46,7 contra 42,0  por 

ciento respectivamente). 

 
Nibart y Marquant-Le  et al. (1995), muestran resultados de varios autores 

relacionados con la cantidad y calidad de ovocitos colectados, la tasa de 

colección y el promedio de embriones viables obtenidos al utilizar vacas o 

novillas como donante, donde los mejores resultados en todos los indicadores 

evaluados  están a favor de las primeras. Denis  et al. (2006), demostró que la 

categoría de la donante influye significativamente (P<0.01) en los resultados de 

la técnica de OPU, siendo éstos superiores en vacas respecto a las novillas, 

independientemente de su estado reproductivo (gestantes y vacías).   

 
OPU tiene entre sus ventajas que puede ser empleada en aquellos animales que 

no tengan buena respuesta a los tratamientos superovulatorios. En Bélgica el 

primer ternero nacido por esta técnica se logró a partir de un ovocito recolectado 

de una vaca de baja fertilidad, seguido de la transferencia de otros 56 embriones 

producidos  in vitro, donde de las  12 gestaciones logradas siete correspondían a 

donantes de alto valor genético (Bols et al. 1996).       

 
Otro de los factores que influye significativamente  los resultados de OPU es de 

la  individualidad de lamdonante, de modo que se han reportado diferencias 

entre estas que van desde  cero a 26 ovocitos  recolectados por donante (Hasler 

et al. 1995). Otros trabajos han comparado la cantidad de ovocitos colectados 

(3.1 contra 6.1) y la cantidad de blastocistos  obtenidos por sesión (0.5 y 1.5, 
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respectivamente) al utilizar novillas de la raza Holstein Friesian de baja fertilidad 

comparada con novillas saludables de la misma raza (Bols et al. 1996).   

 

2. 14.4. Estimulación Hormonal previa a OPU  

 
Existen numerosos reportes  relacionados con la recolección de ovocitos, sin 

necesidad de utilizar algún  tipo de estimulación hormonal (Pieterse et al. 1991), 

ya que en todos los casos han sido observados folículos con un diámetro 

superior a dos milímetros (Kruip  et al. 1994). Sin embargo, se han encontrado 

en algunos animales con baja actividad ovárica (Bousquet et al. 2000) en los 

cuales se hace necesario utilizar una combinación de FSH-LH o de 

gonadotropina gonadotropina criónica equina (eCG), las cuales se conoce tienen 

un efecto positivo en los tratamientos superovulatorios utilizados en la 

transferencia de embriones, aunque se realizan modificaciones en las dosis y el 

tiempo del tratamiento.  

 
Pieterse  et al. (1988), reportaron tasas de recolección superiores después de 

tratar a las donantes con eCG unido a un aumento en el tamaño de los ovarios y 

la cantidad de folículos.  Trabajos posteriores (Pieterse  et al. 1992), mostraron 

un mayor número de folículos puncionados por sesión en vacas estimuladas 

hormonalmente,  sin embargo, las tasas de recolección fueron inferiores. Chong 

et al. (2008), reportaron un incremento significativo en el número de folículos 

puncionados y ovocitos recolectados al estimular las donantes con eCG.  
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Se han reportado tratamientos progestativos (Nibart  et al. 1995), o con  FSH  

utilizando el mismo esquema de los tratamientos superovulatorios empleados en 

la transferencia de embriones (Paul et al. 1995). La utilización de dichos 

tratamientos condiciona la frecuencia de la recolección, ya que las  hembras 

superovuladas solo pueden ser puncionadas una vez cada tres o cuatro 

semanas, mientras que las no superovuladas pueden ser puncionadas una o 

dos veces por semana.  

 
Otros autores (Goodhand  et al. 2000, De Ruigh et al. 2000), reportan un 

incremento tanto en la cantidad de folículos puncionados como en la cantidad de 

ovocitos recolectados después de estimular la donante con FSH.  Stubbins y 

Walton (1995) por su parte no encontraron diferencias significativas en el 

número de folículos colectados por punción en hembras no estimuladas 

puncionadas dos veces por semana, respecto a vacas estimuladas con FSH 

puncionadas una vez por semana. De Roover et al. (2005), reportaron que 

cambios mínimos en las dosis de FSH influyen en el tamaño pero no en el 

número de folículos, el cual sí se vio influenciado por la donante y   el número de 

sesiones de OPU.  

 
También se ha estudiado el efecto de la hormona somatotrópica  bovina (BTS) 

en la población folicular (Bols  et al. 1998), encontrándose un incremento 

significativo en el número total de folículos puncionados en hembras tratadas 

con dicha hormona respecto a las  no tratadas, pero en cuanto al número de 

ovocitos recolectados no se encontraron diferencias significativas. Murakami et 
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al. (2003), demostraron  que la utilización conjunta de FSH con BTS  podía 

provocar un  número mayor de folículos que deben puncionase y de ovocitos 

recolectados de óptima calidad.  

 
Goodhand et al. (1999), por su parte llegaron a la conclusión que la cantidad de 

embriones transferibles  producidos después de una sesión de OPU semanal en 

hembras estimuladas con FSH resulta similar al alcanzado después de aplicar 

dos sesiones de punción semanal en hembras no estimuladas.  Recientemente 

Bols et al.  (2004), han propuesto la inyección intraovárica de minidosis de FSH-

LH para incrementar la población folicular, sin que el costo del tratamiento se 

incremente significativamente. 

 
 

2.15. Salud de las Donantes de Ovocitos  

 
Con el advenimiento de la técnica de producción de embriones in vitro (PEIV), se 

hizo posible una alta utilización de genética animal seleccionada.  Esta 

biotecnología ha demostrado ser capaz de proporcionar un gran número de 

descendientes. La evaluación periódica de los animales sometidos a aspiración 

folicular podría ayudar a controlar la aparición y gravedad de las lesiones. Los 

resultados de Viana et al. (2002), demostraran que las perforaciones del fondo 

de saco vaginal fueron curados con prontitud, y en sólo dos ocasiones se 

observaron irritaciones transitorias de la vagina y el cuello del útero. En general 

no hay alteraciones inflamatorias o procesos infecciosos en la vagina o en el 

resto del trato genital tubular (Viana et al. 2003b).  
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Los puntos de perforación del fondo de saco vaginal pueden ser identificados 

hasta 48 a 72 horas después  de los pinchazos (Viana et al. 2003b). La 

formación de hematomas en la región perivaginal también pueden encontrarse 

(Sauvé, 1998), pero esta condición no parece causar grandes problemas para la 

donante. Las perforaciones de los ovarios pueden causar la aparición de 

secuelas como fibrosis y adherencia, sobre todo en vacas sometidas a muchas 

sesiones de la punción. Los cambios histológicos tales como la mineralización 

del parénquima o folicular dentro de las estructuras, se encontraron con 

independencia del número de sesiones de la  punción folicular (Demarque et al. 

2003).   

 
En los ovarios que presentaron el mayor número de punciones, el 

engrosamiento del epitelio ovárico,  comprometió la visión de folículos externos, 

cuando los ovarios se evaluaron macroscópicamente (Viana et al. 2003b). 

Gibbons et al. (1994), encontraron que los animales sometidos a un máximo de 

20 sesiones de punción, mostraron una baja incidencia de lesiones. Viana et al. 

(2002),  no observaran ninguna reducción en la recuperación de ovocitos por 

vaca en el curso de su período de prueba, incluso cuando se encontraron 

secuelas de tratamiento.  

 
Es importante tener en cuenta que la aspiración folicular es una técnica que  

tiene pros y contras.  El riesgo de secuelas existe y debe ser considerado. La 

realización del procedimiento debe hacerse con el fin de minimizar los daños 
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posibles, a fin de que los resultados superen las desventajas que se esperadas 

(Seneda et al. 2009). 

 

2.16. Eficiencia del OPU 

 

La eficacia del procedimiento de aspiración folicular transvaginal está 

directamente relacionada con una metodología que utilicemos. Los factores  

técnicos pueden tener un impacto considerable en la cantidad y en la morfología 

del cúmulus oophorus, y, en consecuencia, en la competencia para el desarrollo 

(Bols et al., 1997).  

Otra variable se relaciona a las variaciones existentes entre las donantes. Los  

Informes de ovocitos de peor calidad en los animales seniles son frecuentes.  

Hoy en día existe la posibilidad de aspiración folicular en animales muy jóvenes 

(Brogliatti & Adams, 1996), pero animales pre-pubescentes han mostrado 

reducción de la competencia de sus ovocitos para llegar a blastocito (Rizos et 

al., 2005). Parece haber un consenso sobre la condición corporal, en la que las 

donantes desnutridas producen ovocitos con menos capacidad para 

desarrollarse  hasta convertirse en blastocito (Lopez et al., 1996), también 

existen evidencias de que las donantes sometidas a estrés también tendrían 

ovocitos menos competentes (Seneda et al., 2000). Aunque las hembras Nelore 

tengan mayor número de folículos reclutados, los parámetros reproductivos 

pueden variar ampliamente entre los animales de la misma raza, o incluso entre 

gemelos monocigóticos (Machado et al., 2003). 
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A pesar de que la calidad de los ovocitos no cambian con las diferentes etapas 

del ciclo estral, el número de folículos disponibles para la aspiración presenta 

una variación considerable. Hendriksen et al. (2004) atribuyen al hecho de que 

un folículo dominante reduce el desarrollo y la competencia de los ovocitos 

pertenecientes a los folículos subordinados. Por lo tanto, al realizar la punción 

antes de la divergencia del folículo dominante (desde 2 a 5 días del ciclo estral) 

podría aumentar la PIVE. 

La tasa de recuperación (número de ovocitos recuperados tras la punción de 

100 folículos) ha demostrado ser más alta para los folículos menores o iguales a 

4 mm (Seneda et al., 1999). De esta forma surge la estrategia de hacer un uso 

más eficiente, aplicando FSH y practicando la OPU cuando la presencia de 

pequeños folículos es mayor (Seneda et al., 2002). Los resultados de Ueno et al. 

(2004) sugieren que la aplicación exógena de LH ha aumentado el número y la 

calidad de los ovocitos recuperados en folículos con 5-8 mm de diámetro, en 

comparación con los animales que fueron tratados con FSH. En los animales 

Bos indicus, quizás por tener mayor número de folículos por onda, la FSH ha 

tenido un menor impacto en el crecimiento folicular y en la consiguiente 

disponibilidad de ovocitos para la producción de embriones (Blaschi et al., 2004). 

Sin embargo, la ausencia de necesidad de la aplicación de hormonas es 

considerada una ventaja de la OPU sobre la transferencia de embriones 

(MOET). La OPU debe ser efectuada con intervalo de 12 – 15 días, permitiendo 

que la donante tenga el regreso cíclico de una forma natural, no afectando la 

función ovárica. Es especialmente inexplicable cómo algunos animales han 
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producido cientos de ovocitos en una sola sesión de OPU, sin ningún tipo de 

estímulo. En Brasil obtuvieron 251 ovocitos de un solo animal en una sola 

aspiración (Seneda MM, datos no publicados) y similares resultados se han 

relacionado por varios profesionales. 

Secuelas de la punción folicular   

La evaluación periódica de los animales sometidos a pinchazos foliculares 

podría ayudar a controlar la aparición y gravedad de las lesiones para el 

procedimiento ulterior. En general no hay alteraciones inflamatorias o procesos 

infecciosos en la vagina o en el resto del trato genital tubular, pero los puntos de 

perforación del fondo de saco vaginal pueden ser identificados hasta 48 a 72 

horas después de los pinchazos (Viana et al., 2003). La formación de 

hematomas en la región perivaginal también pueden encontrarse (Sauvé, 1998), 

pero esta condición no parece causar mayores problemas para la donante. La 

perforación de los ovarios puede causar la aparición de secuelas como fibrosis, 

adherencia o mineralización del parénquima  folicular, sobre todo en vacas 

sometidas a muchas sesiones de la punción.  

 

2.17. Perspectivas de la punción folicular  

 

La adquisición de ovocitos mediante aspiración folicular in vivo es sólo el primer 

paso en la producción in vitro de embriones. Después que los ovocitos son 

recuperados, el proceso de maduración, fecundación y desarrollo se llevan a 

cabo en laboratorios especiales.  
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Los desafíos para lograr una mayor difusión de la aspiración folicular es el alto 

costo del equipo y la dedicación necesarios para la formación en la tecnología. 

Una mayor estandarización en la recuperación de ovocitos se puede lograr 

mediante la aplicación de protocolos para la sincronización del estro, con el 

objetivo de alcanzar la aspiración más prospera y exitosa.  

Por último, es importante señalar que la OPU / PIVE no es bueno, ni malo. 

Como cualquier biotécnica, se trata de una herramienta para servir al ganado. Si 

se utilizan adecuadamente, ofrece resultados satisfactorios, lo que corresponde 

a las expectativas de la inversión inicial. Si se utilizan incorrectamente, puede 

causar daños a las donantes o, lo que es peor, generar una gran cantidad de 

animales genéticamente inferiores. Por lo tanto, resaltamos la necesidad de un 

análisis minucioso de cada una de las propuestas para trabajar con OPU / FIV, 

tanto para ganaderos y especialistas, para que la mayor parte de esta 

herramienta biotecnológica  pueda contribuir al engrandecimiento del mundo 

ganadero. 

 

2.18. Ventajas de la  Aspiración Folicular   

 

 La aspiración aparece como herramienta promisoria para aumentar el número 

de descendientes, la cual posee varias ventajas observadas en la literatura 

cuando la comparamos con la TE convencional (RUMPF, 2007; BACELAR et al., 

2010). Dentro de ellas están:  

 Es una técnica simple y rápida;  
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 Permite hacer aspiraciones de becerras prepúberes, en vacas que estén en 

el primer tercio de la gestación y en  vacas seniles;   

 Permite la producción de varios descendientes de una única donadora;  

 Permite aspirar vacas que no están  aptas a producir descendientes  con las 

técnicas convencionales; 

 Permite la aspiración de vacas que presenten infertilidad por tratamientos 

hormonales o con disturbios patológicos del sistema reproductor  

(adherencias de ovario y útero, metritis crónicas, infecciones  tubaricas y 

otras patologías);  

 Recuperación  de ovocitos viables de hembras  recién muertas;  

 No es necesario el uso de hormonas para recuperar los  ovocitos,  

 Es de gran practicidad para el técnico, pues puede ser realizada  

independiente de la  fase del ciclo estral en que se encuentre la vaca. 

 

2.19. Desventajas de la  Aspiración Folicular  

 

Algunos invetigadores como (SENEDA et al., 2008),  relatan que esta técnica 

presenta algunas desventajas para el ganadero como:  

 Elevado costo;  

 Necesidad de un técnico especializado en el tema;  

 Lesiones ovarianas generadas por la repetibilidad de la misma. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

 

Este estudio se realizó en el Centro de Investigaciones en Biotecnología 

Agropecuaria, de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad de 

Panamá, ubicado en el corregimiento de Chiriquí, localizado a los 8°23´15.12´´ 

de latitud norte y 82°19´47.48´´de longitud oeste, con una elevación de 26 

msnm.  

 

FIGURA 8. INSTALACIONES DEL CENTRO DE INVESTIGACIONES  
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Fuente: El autor 

 

La duración de esta investigación fue de aproximadamente diez meses. Los 

ovarios se obtuvieron a partir de hembras sacrificadas en el matadero de 

Boquerón en la Provincia de Chiriquí. Una vez retirados los ovarios del animal 

fueron lavados tres veces con alcohol y solución salina para luego ser colocados 

en una bolsa plástica hermética y posteriormente a un termo que contenía  

solución salina a una temperatura cercana a los 35°C para ser finalmente 

llevados  al laboratorio con la mayor brevedad posible. 

FIGURA 9. OBTENCIÓN DE OVARIOS  DE MATADERO. 
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Fuente: El autor 

 

 Al llegar al laboratorio se realizó la  aspiración de los folículos presentes en los 

ovarios, empleando para tal fin un equipo  que consta de un monitor ecográfico 

(marca essaote, modelo Aquila pro), con un transductor convexo de 5 MHz 

acoplada a una guía de agujas para punción ovárica (marca WTA), la cual se 

encuentra unida a una bomba de vacío (marca Pioneer, modelo PS598 ), 

mediante unas mangueras de silicona (circuito de aspiración) equipada con 

tubos de recolección. 
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Manualmente se colocó el  ovario contra el transductor acoplado a la guía de 

aspiración, en ese momento se realizó una combinación de observación visual 

del ovario para constatar la presencia de folículos y observación a través de la 

pantalla del ecógrafo para determinar su tamaño. Una vez localizado el folículo a 

aspirar se procede a introducir la aguja y a ejercer presión de vacío. Los folículos 

viajan de la aguja a través de mangueras de silicona y llegan hasta el tubo de 

recolección contenido con medio de aspiración (PBS mas Heparina en relación 

50:1).   

FIGURA 10. EQUIPO Y MATERIALES PARA REALIZAR LA ASPIRACIÓN 

FOLICULAR  

 

 

Fuente: El autor  

FIGURA 11. OBTENCIÓN DE OVOCITOS A PARTIR DE OVARIOS DE 

MATADERO. 
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Fuente: El autor 

 

El líquido folicular y los ovocitos aspirado junto con el medio de colecta, fueron 

colocados en un filtro para colecta de embriones. Se procedió a adicionar PBS al 

filtro descartando el medio varias veces hasta lograr que solo quedaran los 

ovocitos y células sin rastros de sangre.  Posteriormente este medio se pasaba 

del filtro a un plato Petri  adicionando un poco de PBS para asegurarse de que 

no quedaran ovocitos adheridos al filtro para finalmente realizar la búsqueda de 

los ovocitos con la ayuda de un estereoscopio marca Motic. 

La calidad de los COCs fue evaluada en una escala de uno a cuatro basándose 

fundamentalmente en los criterios de selección propuestos por de Loos  et al. 

(1989), considerándose como aptos para FIV solo aquellos que se clasificaban 

en las categorías 1 2 y 3. 
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CUADRO II. CRITERIOS DE SELECCIÓN DE LOS COMPLEJOS CUMULUS 

OVOCITOS (COCs) 

 

Clasificación Criterios 

1 

Cumulus con capas múltiples 

Cumulus compacto 

La totalidad del COCs es clara y transparente 

Citoplasma homogéneo  

2 

Cumulus como el 1 o algo más oscuro y menos 

transparente  

Ooplasma con granulación más gruesa y más oscura 

que en el 1 en la periferia 

3 Cumulus menos compacto, más oscuro que el 1 y 2 

Cumulus con manchas oscuras 

4 
Cumulus expandido  

Fuente.  De Loos et al (1989) 
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FIGURA 12. CLASIFICACIÓN Y LAVADO DE COCs. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: El autor 

Búsqueda de ovocitos bajo 

visión esteroscópica 

Ovocitos encontrados y 

clasificados   

 

AL localizar los ovocitos, estos 

son depositados en una placa 

Petri. 
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Se aspiraron un total de 756 folículos, los cuales estaban distribuidos en tres 

grupos dependiendo de su tamaño (2 a 5 mm, 6 a 10 mm y 11 a 15 mm). En el 

proceso de aspiración también se emplearon dos diámetros de agujas distintos 

(18 G x 2 cm, 20 G x 2 cm) y dos presiones de aspiración (50 mm Hg, y 80 mm 

Hg). 

De manera que se obtuvieron 12 tratamientos, con  desigual número de 

submuestras,  distribuidos de la forma que se muestra en el cuadro número tres. 

CUADRO III. ARREGLO DE TRATAMIENTOS  

 

 

3.1. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

 

Los datos se evaluaron empleando un diseño completamente al azar con arreglo 

factorial 2 x 2 x 3, con desigual número de muestras y se trabajó con un nivel de 

significancia de α 0.05.  Los parámetros evaluados se analizaron empleando el 

procedimiento CATMOD de SAS (The SAS System) cuyo modelo lineal aditivo 

fue:  

FACTORES TÉCNICOS TAMAÑO DE LOS FOLÍCULOS 

PRESIÓN DE 
ASPIRACIÓN  

TIPO DE 
AGUJA 

2-5 mm 6-10 mm 11 - 15 mm 

50 mmHg 

18 G 
50 mmHg x 18 G 

T1 
50 mmHg x 18 G 

T2 
50 mmHg x 18 G 

T3 

20 G 
50 mmHg x 20 G 

T4 
50 mmHg x 20 G 

T5 
50 mmHg x 20 G 

T6 

80 mmHg 

18 G 
80 mmHg x 18 G 

T7 
80 mmHg x 18 G 

T8 
80 mmHg x 18 G 

T9 

20 G 
80 mmHg x 20 G 

T10 
80 mmHg x 20 G 

T11 
80 mmHg x 20 G 

T12 
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Yijk= µ + DAi + PAj + TFK+(DA*PA)ij+(DA*TF)ik+ (PA*TF)jk+(TA*PA*TF)ijk+eijk 

Dónde:  

Yijk= Variable dependiente 

µ= Efecto de la media 

DAi= Efecto del diámetro de la aguja 

PAj = Efecto de la presión de aspiración 

TFK = Efecto del tamaño del folículo 

(DA*PA)ij = Efecto de la Interacción del diámetro de la aguja por la presión de 

aspiración 

(DA*TF)ik = Efecto de la interacción del diámetro de la aguja por el tamaño del 

folículo 

(PA*TF)jk = Efecto de la interacción de la presión de aspiración por el tamaño 

del folículo 

(DA*PA*TF)ijk = Efecto de la interacción del diámetro de la aguja por la presión 

de aspiración por el tamaño del folículo 

Eijk= Efecto del error 

3.2. PARÁMETROS A EVALUAR 

 

Cantidad de ovocitos colectados  

 

Calidad de los ovocitos colectados 

 

Tasa de recuperación de ovocitos aspirados 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

La primera parte de nuestro estudio consistió en evaluar la tasa de recuperación 

de ovocitos obtenidos por tratamiento, tal como se puede observar en el cuadro 

IV. 

 CUADRO IV. TASA DE RECUPERACIÓN DE OVOCITOS POR 

TRATAMIENTO. 

 

Tratamiento 
Folículos 
Aspirados 

COCs 
Colectados 

Tasa de 
Recuperación (%) 

±EE 

T8 (80mmHg x >5mm x 18G) 70 58 82.86±8.69   a 

T7 (80mmHg x <5mm x 18G) 105 85 80.95±8.69   ab 

T11 (80mmHg x >5mm x 20G) 70 55 78.57±8.69   ab 

T1 (50mmHg x <5mm x 18G)  105 82  78.10 ±8.69  ab 

T10 (80mmHg x <5mm x 20G) 105 81 77.14±8.69   ab 

‘T2 (50mmHg x >5mm x 18G) 70 42 60.00±8.69   ab 

T12 (80mmHg x >10mm x 20G) 14 8 57.14±8.69   bc 

T4 (50mmHg x <5mm x 20G) 105  57 54.28±8.69   cd 

T5 (50mmHg x >5mm x 20G) 70 36 51.43±8.69   cd 

T3 (50mmHg x >10mm x 18G) 14 6 42.86±8.69   cd 

T6 (50mmHg x >10mm x 20G) 14 5 35.71±8.69    d 

T9 (80mmHg x >10mm x 18G) 14 5 35.71±8.68    d 
Letras diferentes para la misma columna muestran diferencias estadísticas (P<0.05) 

 

En este cuadro se evidenció que las tasas de recuperación parecen ser mejores 

cuando se aspiran folículos de menor y mediano tamaño (de 2 - 5 mm Ø y 6 -10 

mm Ø respectivamente). Hubo una tendencia hacia un mayor porcentaje de 

recuperación en folículos pequeños: 72 % (Ø <5 mm), 68 % (Ø >5 mm) y 42 % 
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(Ø > 10 mm) respectivamente. Sin embargo, cuando la presión de aspiración fue 

baja (50 mmHg), la tasa de recuperación tiende a reducirse incluso al puncionar 

folículos pequeños. Esto coincide con los resultados expuestos por Pieterse et 

al. (1991), donde puncionaron folículos, también provenientes de ovarios post 

mortem con un  > 3 mm Ø, en diferentes momentos del estro, los folículos fueron 

clasificados de acuerdo a su tamaño (3-5 mm Ø,  6-10 mm Ø y  > 10 mm Ø)  y 

obtuvieron tasas de recuperación consistentes a lo largo del ciclo y un promedio 

general de 55%. Para los distintos grupos de folículos, hubo una tendencia hacia 

un mayor porcentaje de recuperación en folículos pequeños: 59 % (3-5 mm Ø), 

55 % (6-10 mm Ø) y 43 % (> 10 mm Ø) respectivamente. En tanto Goodhand et 

al. (1999), lograron una mejor recuperación cuando se puncionaron ovarios que 

presentaban una mayor población de folículos  pequeños (≤6mm Ø). Resultados 

similares fueron descritos por Seneda et al. (2001), puncionando folículos  <4mm 

y >4mm, donde se demostró que la tasa de recuperación es significativamente 

más alta para los folículos de menor diámetro. 

De igual forma se apreció una tendencia matemática a obtener mejores tasas de 

recuperación, cuando la presión de aspiración empleada fue mayor (80 mmHg). 

Sin embargo esta se reduce cuando los folículos aspirados son de un diámetro 

mayor (>10mm Ø).  

Por otra parte, cuando se analiza la influencia del diámetro de la aguja sobre la 

tasa de recuperación independientemente de la presión de aspiración, 

encontramos que al emplear agujas con diámetro 18 G, la tasa de recuperación 

parece ser mayor; excepto cuando los folículos aspirados son mayores a 10 mm 
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Ø, donde pareciera ser que la aguja de menor diámetro (20 G), logra mejores 

resultados y más aún cuando se incrementa la presión de aspiración de 50 a 80 

mmHg.  

Nuestros resultados fueron similares a un estudio realizado por Bols et al. 

(1996b), donde se compararon tres diámetros de aguja (18G, 19G y 21G) y 

cinco presiones de aspiración (50 mmHg, 70 mmHg, 90 mmHg, 110 mmHg y 

130 mmHg), quienes obtuvieron las mayores tasas de recolección con las agujas 

de mayor diámetro (18G), independientemente de la presión de aspiración 

utilizada; mientras que para los diferentes tipos de agujas, las mayores tasas de 

recuperación se alcanzaron al aplicar las presiones más altas de aspiración. 

 

CUADRO V. PORCENTAJES DE CALIDAD DE LOS OVOCITOS (COCs) 

ASPIRADOS POR TRATAMIENTO  

 

Tratamiento 
X Porcentual de 
Ovocitos aptos 

para FIV 

X Porcentual de 
Ovocitos no 

aptos para FIV  

T2 (50mmHg x >5mm x 18G) 71.81±12.39 28.19±12.70 

T10 (80mmHg x <5mm x 20G) 71.76±12.39 28.24±12.70 

T5 (50mmHg x >5mm x 20G) 71.38±12.39 28.62±12.70 

T8 (80mmHg x >5mm x 18G) 66.34±12.29 33.66±12.70 

T11 (80mmHg x >5mm x 20G) 63.28±12.39 36.72±12.70 

T3 (50mmHg x >10mm x 18G) 60.00±14.65 40.00±15.02 

T9 (80mmHg x >10mm x 18G) 60.00± 14.65 40.00±15.02 

T4 (50mmHg x <5mm x 20G) 55.84±14.65 44.16±12.70 

T7 (80mmHg x <5mm x 18G) 55.69±12.39 44.31±12.70 

T1 (50mmHg x <5mm x 18G) 52.61±12.39 47.38±12.70 

T12 (80mmHg x >10mm x 20G) 50.00±13.38 50.00±13.71 

T6 (50mmHg x >10mm x 20G) 40.00±14.65 60.00±15.02 
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Según el cuadro V  todo parece indicar que los folículos pequeños (<5mm Ø) y 

medianos (6 a 10mm Ø), aportan un porcentaje de ovocitos aptos para FIV 

superior a los de mayor tamaño (>10mm Ø), en tanto que ni el diámetro de la 

aguja, ni la presión de aspiración parecen tener mayor influencia cuando los 

ovocitos son clasificados solamente en aptos y no aptos para FIV; lo cual 

coincide con  Gardon (1999), quien encontró que en un estudio realizado con 

ovarios de matadero, donde se aspiró folículos entre 1 y 6 mm Ø, empleando 

agujas de 18G;  sobre un total de 3,180 ovarios recolectados, obtuvo 18,524 

ovocitos de los cuales 5,305 (28.49%) fueron clasificados como aptos y 13,219 

(71.50%)  como no aptos para ser madurados in vitro.  Estos resultados  fueron 

inferiores a los nuestros (60 y 40% respectivamente). Por su parte Solís et al. 

(2012), en un estudio in vivo, que empleó frecuencias de aspiración una y dos 

veces a la semana, de folículos entre 3 y 9 mm, utilizando agujas 18 G y presión 

entre 50 y 65 mmHg, encontraron un porcentaje de ovocitos aptos para FIV 

entre 86.00 y 88.00%; los cuales fueron resultados superiores a los alcanzados 

en este estudio. 

Al analizar los valores porcentuales de calidad de ovocitos, no se encontraron 

diferencias estadísticas significativas, lo cual a nuestro criterio, estuvo 

influenciado por el hecho de que no mostraban una distribución normal de los 

datos, de manera que se procedió a la transformación logarítmica en base 10 

mas 10, para lograr una distribución normal y de  esta manera poder aplicar el 

diseño experimental planteado, obteniéndose de este modo los siguientes 

resultados (Cuadro VI). 
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CUADRO VI.    DATOS PORCENTUALES PARA LA CALIDAD DE LOS 

OVOCITOS (COCS) ASPIRADOS POR TRATAMIENTO 

LOGARÍTMICAMENTE TRANSFORMADOS   

 

Tratamiento 
Ovocitos aptos 

para FIV±EE 
Ovocitos no aptos 

para FIV ±EE 

T3 (50mmHg x >10mm x 18G) 4.61±0.25   a 4.61±0.42 a 

T9 (80mmHg x >10mm x 18G) 4.61±0.25   a 4.61±0.42 a 

T6 (50mmHg x >10mm x 20G) 4.61±0.30  ab 4.61±0.34 a 

T12 (80mmHg x >10mm x 20G) 4.26±0.21 abc 4.26±0.30 ab 

T11 (80mmHg x >5mm x 20G) 4.29±0.17 abc      3.47±0.22 c 

T10 (80mmHg x <5mm x 20G) 4.25±0.17 abc 3.36±0.24 c 

T2 (50mmHg x >5mm x 18G) 4.25±0.16 abc 3.42±0.24 c 

T5 (50mmHg x >5mm x 20G) 4.18±0.16  abc 3.50±0.26 bc 

T8 (80mmHg x >5mm x 18G) 4.18±0.16 abc 3.42±0.22 c 

T4 (50mmHg x <5mm x 20G) 3.93±0.16   bc 3.65±0.22 bc 

T1 (50mmHg x <5mm x 18G) 3.90±0.16   c 3.80±0.22 abc 

T7 (80mmHg x <5mm x 18G) 3.82±0.16    c 3.64±0.22 bc 
Letras diferentes para la misma columna muestran diferencias estadísticas (P<0.05) 

 

Como se puede apreciar en el cuadro VI, los tratamientos: T3, T9, T6, T12, T11, 

T10, T2, T5 y T8 no presentaron diferencias estadísticas significativas entre sí, al 

igual que los tratamientos (T4, T1 y T7). Mientras que, solo los tratamientos (T3, 

T9 y T6) difirieron con los tratamientos (T1, T7 y T4).  Lo cual sugiere que el 

número de folículos por tratamiento es la causal de esta diferencia.  

Es decir que aquellos folículos >10 mm Ø, son los que aportan la mejor calidad 

de ovocitos aptos para FIV, estos datos son atípicos de los originales. Sin 

embargo recordemos que estos datos no corresponden al comportamiento 

biológico observado, ya que este cuadro se realizó con la finalidad de mostrar 
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las diferencias significativas entre tratamiento, todo lo que se hace es comprimir 

los valores altos y expandir los pequeños obteniendo así una distribución normal 

de los datos. Por tal motivo solamente nos remitimos a expresar cuales 

tratamaientos diferían entre sí. 

 

CUADRO VII.    PROMEDIOS DE LA CALIDAD DE LOS OVOCITOS 

COLECTADOS POR TRATAMIENTO 

 

Letras diferentes para la misma columna muestran diferencias estadísticas (P<0.05) 

 

Como se muestra en el cuadro VII, el número de folículos aspirados y el total de 

ovocitos colectados por tratamiento, fueron tabulados, al mismo tiempo que se 

determinó el promedio de ovocitos obtenidos de acuerdo a los grados de 

Tratamiento 

Fol. 
Asp. 

Total de 
COCs 

colectados 
G1±DE G2±DE G3±DE 

G4±DE 

Deg Des 

T1 (50mmHg x <5mm x 18G) 15 11.9 0.86±0.7 2.29±2.0 2.57±1.3 2.14±1.2 3.86±3.6 

T2 (50mmHg x >5mm x 18G) 10 6.1 1.00±1.5 1.29±0.8 2.00±0.8 0.86±0.9 0.86±0.9 

T3 (50mmHg x >10mm x 18G) 2 0.8 0.14±0.4 0.43±0.5 0.00±0.0 0.29±0.5 0.00±0.0 

T4 (50mmHg x <5mm x 20G) 15 8.2 1.14±1.9 1.86±1.3 1.57±1.5 0.57±0.8 3.00±2.2 

T5 (50mmHg x >5mm x 20G) 10 5.1 0.43±0.5 1.71±1.6 1.86±2.1 0.43±0.5 0.71±1.3 

T6 (50mmHg x >10mm x 20G) 2 0.6 0.14±0.4 0.00±0.0 0.14±0.4 0.43±0.5 0.00±0.0 

T7 (80mmHg x <5mm x 18G) 15 12.2 0.57±0.8 2.00±1.5 3.86±2.0 1.57±1.7 4.14±2.6 

T8 (80mmHg x >5mm x 18G) 10 8.4 0.29±0.4 1.00±0.8 4.29±1.4 1.86±0.9 0.86±0.9 

T9 (80mmHg x >10mm x 18G) 2 0.7 0.00±0.0 0.14±0.4 0.29±0.5 0.29±0.5 0.00±0.0 

T10 (80mmHg x <5mm x 20G) 15 11.6 0.86±1.2 1.29±1.4 6.29±2.0 1.14±1.5 2.0±1.9 

T11 (80mmHg x >5mm x 20G) 10 7.8 1.14±1.1 1.57±1.0 2.43±2.0 1.29±1.1 1.43±2.6 

T12 (80mmHg x >10mm x 20G) 2 1.1 0.29±0.5 0.00±0.0 0.29±0.5 0.43±0.5 0.14±0.4 
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calidad. No obstante, en vista de que el número de folículos aspirados fue 

diferente entre tratamientos; para poder efectuar los estudios estadísticos 

correspondientes, fue necesario realizar un análisis porcentual de cada 

tratamiento como se muestra en el cuadro VIII.  

 

CUADRO VIII. PORCENTAJE DE GRADOS DE CALIDAD DE COCs  POR 

TRATAMIENTO 

 

 

Este cuadro muestra una un aumento en el porcentaje de calidad de los ovocitos 

Grado 1 en los tratamientos cuando se aspiraban folículos entre 2 -10 mm Ø, en 

tanto que a medida que se aspiraban folículos >10 mm Ø la calidad disminuía 

progresivamente.  

Tratamiento 
COCs 

(n) 
G1 (%)±EE G2 (%)±EE G3 (%)±EE 

G4 (%)±EE 

Deg. Des. 

T1 (50mmHg x <5mm x 18G) 82 9.22±8.57   18.65±16.39  24.73±13.91   19.07±9.11  28.32±24.94 

T2 (50mmHg x >5mm x 18G) 42 12.81±17.89  22.02±10.63  36.98±18.00   13.29±13.84  14.90±15.81 

T3 (50mmHg x >10mm x 18G) 6 10.00±18.90 50.00±47.56 0.00±0.00 40.00±48.80 0.00±0.00 

T4 (50mmHg x <5mm x 20G) 57 14.80±26.60  23.02±15.04  18.03±14.41  7.20±9.91 36.96±24.53 

T5 (50mmHg x >5mm x 20G) 37 7.76±9.86
   
 35.60±30.09  28.03±26.14

 
 6.68±8.64 21.94±30.47 

T6 (50mmHg x >10mm x 20G) 5 20.00±37.80 0.00±0.00    20.00±37.80 60.00±53.45 0.00±0.00 

T7 (80mmHg x <5mm x 18G) 85 4.40±6.05   16.32±12.09  34.97±25.28   11.75±11.36 32.56±15.88 

T8 (80mmHg x >5mm x 18G) 58 3.21±5.54   12.61±9.74  50.52±18.66 23.08±11.54 10.57±10.78 

T9 (80mmHg x >10mm x 18G) 5 0.00±0.00   20.00± 37.80 40.00±37.80  40.00± 48.80 0.00±0.00 

T10 (80mmHg x <5mm x 20G) 81 7.55±10.15   10.38±11.45   53.83±10.62  10.02±11.20  18.22±16.14 

T11 (80mmHg x >5mm x 20G) 55 14.38±13.13  19.18±10.54  29.72±20.79  16.08±15.28 20.63. ±37.09 

T12 (80mmHgx >10mm x 20G) 8 25.00±39.34 0.00±0.00    25.00±39.34 41.67±47.56 8.33±18.90 
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En el caso de los ovocitos con calidad grado 2, al igual que en el de los ovocitos 

de grado 1, se apreció una disminución del número de ovocitos, en los 

tratamientos donde se aspiraron folículos >10 mm Ø (T6, T9, T12), a excepción 

del T3, el cual mostró un porcentaje superior (50%) de ovocitos grado 2, lo cual 

pudo deberse en principio, al calibre de aguja (18G) y a la baja presión de 

aspiración (50 mmHg), que permitió la obtención de ovocitos con mayor número 

de capas de células del cúmulo y por ende mayor calidad, lo que discrepa con 

Bols et al. (1996), quienes encontraron que agujas con menor diámetro se 

relacionan con mayor proporción de COCs con cúmulo compacto, y al mismo 

tiempo concuerda, ya que también indicaron en este mismo estudio que a una 

baja presión de aspiración, la mayoría de ovocitos recuperados estaban 

rodeados de un cumulo compacto, a lo que Lenz et al. (1987), encontraron que 

un aumento gradual en la presión de aspiración provoca ovocitos 

morfológicamente anormales.  

Para los ovocitos de grado 3, todo parece indicar que la mayor proporción de 

estos se obtiene cuando se aspiran folículos de pequeño (<5 mm Ø) y mediano 

tamaño (entre 6 a 10 mm Ø), como es el caso de los tratamientos T10, T8, T2 y 

T7, T11 y T1, que mostraron valores de 53.83, 50.52, 36.98, 34.97, 29.72 y 

24.73% respectivamente.  

 

Como se aprecia en el cuadro 7, en el caso de los ovocitos desnudos, los 

tratamientos en los que se aspiraron folículos más grandes (tratamientos T3, T6, 
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T9 y T12), se evidenció menor proporción de estos (0.00, 0.00, 0.00 y 8.33% 

respectivamente),  lo cual consideramos estuvo influenciado por la proporción de 

folículos degenerados que presentaron estos tratamiento. Seguidamente los 

folículos de mediano tamaño (T2, T5, T8, y T11, con valores 14.90, 21.94, 10.57 

y 20.63% respectivamente) y finalmente los tratamientos en los que se 

aspiraban folículos pequeños (tratamientos T1, T4, T7, T10 y con valores de 

28.32, 36.96, 32.56 y 18.22% respectivamente). 

 

Estos resultados sugieren tomar en cuenta la opinión de Seneda (1999), quien 

indica que los folículos más pequeños son sometidos a una mayor presión intra 

folicular al momento de la aspiración dando como resultado una mejor tasa de 

recuperación a lo que nosotros consideramos este mismo fenómeno también 

podría traer como consecuencia un mayor número de ovocitos de grado 3 y 

desnudos cuando se aspiran folículos de menor tamaño. 

 

Cuando se analizaron el porcentaje de ovocitos degenerados, se apreció una 

mayor proporción de estos en los tratamientos en los que se aspiraban folículos 

mayores a 10 mm Ø (tratamientos T6, T9, T12, y T3, con valores de 60.00, 

40.00, 41.67 y 40.00% respectivamente), en tanto que la menor proporción de 

estos se mostró cuando se aspiraron folículos de pequeño y mediano tamaño, lo 

que a nuestro criterio guarda relación con la teoría de las ondas foliculares, 

donde los folículos de mayor tamaño pudieran haber entrado en un proceso de 

atresia folicular, caracterizada como menciona Viana et al. (2004), por 
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alteraciones estructurares y funcionales incluyendo apoptosis de las células de 

la granulosa, con retracción celular, perdida de la cohesión y expansión del 

cúmulo. 

Al igual que en el caso de la calidad de ovocitos aptos y no aptos para FIV, para  

estudiar los grados de calidad de ovocitos (grado 1, 2, 3, y 4), también fue 

necesario realizar una transformación logarítmica en base 10 para obtener una 

distribución normal de los datos y así aplicar el diseño experimental planteado, 

como se muestra en el cuadro IX. 

 

CUADRO IX. DATOS LOGARÍTMICAMENTE TRANSFORMADOS  PARA LOS 

GRADOS DE CALIDAD DE COCs POR TRATAMIENTO 

 

Tratamiento COCs (n) G1 (%)±EE G2 (%)±EE G3 (%)±EE 
G4 (%)±EE 

Degenerados Desnudos  

T1 (50mmHg x <5mm x 18G) 82 2.87±0.24 
ab

 3.20±0.25 
ab

 3.48±0.26 
abcde

 3.32±0.31
 b 

3.43±0.24 
ab

 

T2 (50mmHg x >5mm x 18G) 42 2.88±0.24 
ab

 3.39±0.25 
a
 3.78±0.26 

abc
 2.97±0.31 

bc 
3.02±0.24 

abc
 

T3 (50mmHg x >10mm x 18G) 6 2.56±0.24 
ab

 3.24±0.25 
ab

 2.30±0.26 
g
 2.99±0.31ª 2.30±0.24 

d
 

T4 (50mmHg x <5mm x 20G) 57 2.86±0.24 
ab

 3.38±0.25 
a
 3.18±0.26 

cdef
 2.71±0.31 

c 
3.67±0.24 

a
 

T5 (50mmHg x >5mm x 20G) 37 2.74±0.24 
ab

 3.52±0.25 
a
 3.39±0.26 

bcde
 2.70±0.31 

c 
3.06±0.24 

abc
 

T6 (50mmHg x >10mm x 20G) 5 2.64±0.24 
ab

 2.30±0.25 
c
 2.64±0.26 

fg
 3.33±0.31ª 2.30±0.24 

d
 

T7 (80mmHg x <5mm x 18G) 85 2.60±0.24 
ab

 3.14±0.25 
ab

 3.69±0.26 
abcd

 2.96±0.31
 bc

 3.69±0.24 
a
 

T8 (80mmHg x >5mm x 18G) 58 2.52±0.24 
ab

 3.02±0.25 
ab

 4.06±0.26
 ab

 3.44±0.31
 b
 2.89±0.24 

bcd
 

T9 (80mmHg x >10mm x 18G) 5 2.30±0.24 
b
 2.64±0.25 

bc
 2.99±0.26 

defg
 2.99±0.31 

ab 
2.30±0.24 

d
 

T10 (80mmHg x <5mm x 20G) 81 2.73±0.24 
ab

 2.90±0.25 
abc

 4.14±0.26 
a
 2.86±0.31 

bc 
3.16±0.24 

abc
 

T11 (80mmHg x >5mm x 20G) 55 3.06±0.24 
a
 3.30±0.25 

ab
 3.52±0.26 

abcde
 3.10±0.31 

b 
2.96±0.24 

bcd
 

T12 (80mmHgx>10mm x 20G) 8 2.90±0.24 
ab

 2.30±0.25 
c
 2.90±0.26 

efg
 3.24±0.31ª 2.56±0.24 

cd
 

Letras diferentes para la misma columna muestran diferencias estadísticas (P<0.05) 
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Al analizar los grados de calidad de ovocitos encontramos que en los grado 1 

prácticamente no se apreciaron diferencias entre tratamientos, excepto en el 

tratamiento 9 y el tratamiento 11, donde hubo diferencias significativas entre sí 

(P<0.05).  

En el caso de los ovocitos grado 2 se encontró que los tratamientos 

(T1,T2,T3,T4,T5,T7,T8 y T11) diferieron entre sí (P<0.05), con los tratamientos 

(T6,T9,T10 y T12). 

Por otro lado al evaluar los ovocitos de grado 3, la gran mayoría de los 

tratamientos mostraron diferencias estadísticas entre sí. Lo mismo sucedió 

cuando se evaluaron los ovocitos de grado 4 (desnudos y degenerados), en la  

mayoría se apreciaron diferencias significativas entre los tratamientos. 

 

Sin embargo recordemos que estos datos no corresponden al comportamiento 

biológico observado, ya que este cuadro se realizó con la finalidad de mostrar 

las diferencias significativas entre los  tratamientos, todo lo que se hace es 

comprimir los valores altos y expandir los pequeños obteneindo así una 

distribución normal de los datos de tal manera que se aplique el diesño 

experimental planteado. Por tal motivo solamente nos remitimos a expresar 

cuales tratamaientos diferían entre sí. 
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FIGURA 13. PORCENTAJE DE CALIDAD DE OVOCITOS POR 

TRATAMIENTO 

 

 

 

Como se muestra en el gráfico uno, en  la gran mayoría de los tratamientos se 

obtuvo un gran porcentaje  de ovocitos grado 3, seguido de los degenerados, 

grado 2, desnudo y  grado 1. En coincidencia con esta investigación; Solís 

(2012), encontraron una tendencia estadística a obtener mayor calidad de 

ovocitos grado 3.  

 Por su parte en un estudio realizado por Barcelar et al. (2010), en donde 

utilizaron una escala de clasificación muy similar a la nuestra, encontraron mayor 

cantidad de ovocitos de grado 3, seguido de los de categoría 2 y finalmente 

categoría 4 y 1, resultados comparables a los obtenidos en esta investigación. 
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5. CONCLUSIONES 

 

 

 El diámetro de la aguja influye sobre la tasa de recuperación de los 

ovocitos, ofreciendo las agujas 18G los mejores resultados; en tanto, no 

parece tener mayor influencia sobre la calidad de los ovocitos. 

 

  La presión de aspiración parece no influir sobre la calidad de los ovocitos 

recolectados; sin embargo, si se encontró diferencias en las tasas de 

recuperación siendo  esta mejor  cuando se aspiraron folículos <10 Ø. 

 

  Los folículos <10 mm Ø, aportan un porcentaje de ovocitos aptos para 

FIV, superior a los de mayor tamaño (>10 mm Ø), con una tendencia a 

una mayor proporción de ovocitos grado 3 en todos los casos. 

 

 

 

 

 

 

 

 



110 

 

 

6. RECOMENDACIONES  

 

 

 Utilizar agujas 18 G para aspirar folículos de pequeño y mediano tamaño 

(2-10 mm Ø), lo cual nos permite obtener mayores tasas de recuperación. 

Las agujas 20G se deben utilizar para los folículos de mayor tamaño (>10 

mm Ø). 

 

 En cuanto a la presión de aspiración es recomendable utilizar presiones 

de 80 mmHg, lo cual nos permite obtener mayores tasas de recuperación 

con aceptables niveles de calidad en los ovocitos colectados. 

 

 Estudiar  distintas combinaciones de diámetro de aguja y presión de 

aspiración en función del tamaño de los folículos, a fin de lograr una 

interacción que permita la obtención de mejores resultados, tanto en la 

tasa de recuperación como en la calidad de los ovocitos colectados 

evaluando factores como raza o edad de los animales con miras a 

mejorar los procesos de OPU-FIV a nivel práctico. 
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