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RESUMEN 

EFECTO DE LA CAFEÍNA Y LA Rhus trilobata SOBRE EL DESARROLLO DE 

COMPETENCIA DE OVOCITOS BOVINOS MADURADOS In vitro 

POR: 

M. V. Z. ADRIANA RODRÍGUEZ BORBÓN 

Maestría en Ciencias en Producción Animal 

Secretaría de Investigación y Posgrado 

Facultad de Zootecnia y Ecología 

Universidad Autónoma de Chihuahua 

Presidente: D. Ph. María Eduviges Burrola Barraza 

El objetivo fue evaluar el efecto de la cafeína (CAFN) y Rhus trilobata 

(RT) sobre la maduración de ovocitos. Complejos ovocito – células cumulares 

(COC’s) aspirados de ovarios provenientes del rastro y cultivados por 23 h 

fueron distribuidos en cuatro grupos: CONTROL, CAFN 10 mM, RT 3 µg / mL y 

CAFN+RT. Se evaluó compactación de los COC’s, extrusión del cuerpo polar 

(CP), niveles de ROS – GSH, desarrollo de ovocitos después de la 

partenogénesis y tasa de fertilización In vitro. La CAFN mantuvo los COC’s 

compactos (64.30 %) e inhibió la reanudación meiótica, sólo un bajo porcentaje 

(5.77 %) extruyó el CP al término de la maduración. La RT mejoró la 

maduración nuclear (CP; 42.81 %) en comparación con el resto de los grupos y 

mantuvo los COC’s compactos. La CAFN aumentó (P < 0.05) el contenido de 

ROS (1.6539 UAF) en comparación con la RT (1.1805 UAF) y CAFN+RT 

(1.0815 UAF). El contenido de GSH fue similar (P > 0.05) entre los tratamientos. 

La división celular de los ovocitos activados artificialmente o fertilizados fue 
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similar (P > 0.05) entre los grupos. Estos resultados sugieren que la RT 

promueve la habilidad del ovocito para desarrollar competencia, mientras que la 

CAFN es un potente inhibidor de la meiosis además, disminuye la viabilidad y el 

desarrollo de competencia de los ovocitos.  
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ABSTRACT 

EFFECT OF CAFFEINE AND Rhus trilobata ON THE DEVELOPMENT OF 

COMPETENCE OF MATURED BOVINE OOCYTES In vitro 

BY: 

ADRIANA RODRÍGUEZ BORBÓN 

The objective was to evaluate the effect of caffeine (CAFN) and Rhus 

trilobata (RT) on oocyte maturation. Cumulus oocytes complexes (COC’s) were 

aspired from cows ovaries provided from a slaughterhouse, cultivated for 23 h, 

and distributed in four groups: CONTROL, CAFN 10 mM, RT 3 µg / mL, and 

CAFN+RT. Compaction of COC’s, polar body (CP) extrusion, ROS – GSH 

levels, development of oocytes after parthenogenesis, and In vitro fertilization 

rate were evaluated. The COC's were maintained compacted (64.30 %) and 

meiotic resumption was kept inhibited by action of CAFN; only just a low 

percentage extruded CP at the end of the maturation (5.77 %). The RT 

improved nuclear maturation (CP; 42.81 %) in comparison with the rest of the 

groups and kept the COC’s compacted. The CAFN increased (P < 0.05) ROS 

contents (1.6539 UAF) in comparison with the RT (1.1805 UAF) and CAFN+RT 

(1.0815 UAF). GSH concentration was similar (P > 0.05) among treatments. The 

celular division of the oocytes artificially activated or fertilized was similar (P > 

0.05) among groups. These results suggest that the RT promotes the ability of 

develop competition of the oocyte whereas the CAFN acted as a potent meiosis 

inhibitor, besides it decreases oocyte viability and ability to develop competition 

of the oocyte. 
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INTRODUCCIÓN 

La producción de embriones In vitro se ha incrementado 

considerablemente los últimos años. De acuerdo con la Sociedad Internacional 

de Transferencia de Embriones (IETS, 2015) en los años 2014 y 2015 se 

produjeron a nivel mundial 546,628 y 671,111 embriones para ser transferidos, 

respectivamente. En particular, en México se produjeron 4,381 y 5,065 

embriones transferibles que equivalen a un 0.8% en el 2014 y un 0.75 % en 

2015 de la producción mundial. A pesar que estos datos muestran un aumento 

en la producción de embriones, la eficiencia de los ovocitos madurados In vitro 

para desarrollar competencia es baja (Barret y Albertini, 2009). Solamente, un 

30 a 40 % de ovocitos aspirados después de ser madurados, fertilizados y 

cultivados In vitro logran alcanzar el estadio de blastocitos (Rizos et al., 2008). 

Esto indica que las actuales condiciones de cultivo In vitro no favorecen el 

potencial de desarrollo de los ovocitos hasta embriones tempranos (Rizos et al., 

2002). Una de las causas se debe a que los ovocitos al ser extraídos de los 

folículos ováricos y cultivados reactivan meiosis espontáneamente 

independientemente de gonadotropinas (Bilodeau‐Goeseels, 2012) 

comprometiendo la comunicación bidirecciónal que se da dentro del complejo 

ovocito – células cumulares (COC’s). Lo que conlleva a perder su habilidad para 

ser madurados, fecundados y por ende desarrollarse hasta blastocitos (Sirard, 

2011). Una alternativa para mejorar la competencia del ovocito, es adicionar al 

medio de cultivo celular componentes que prolongen el arresto meiótico y que al 

mismo tiempo proporcionen al medio un ambiente antioxidante donde el ovocito 

permanezca en íntima comunicación bidireccional con las células cumulares 
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(CC). Es decir, donde la estructura tridimensional de los COC’s no se vea 

afectada y así se aumenten las probabilidades de que el ovocito alcance la 

competencia. Una sustancia que pudiera ayudar a este fin es la cafeína 

(CAFN), ya que ha sido probada como un potente inhibidor de la meiosis en 

protocolos de maduración In vitro de ovocitos bovinos (Kren et  al., 2004; 

Bernal-Ulloa et al., 2016) además de poseer actividad antioxidante (Lee, 2000). 

Asimismo, los compuestos polifenólicos del extracto de la planta Rhus trilobata 

(RT) también poseen capacidad antioxidante (Rodríguez-Palomares et al., 

2014). Aunque aún no ha sido probada en protocolos de maduración In vitro, 

debido a su efecto efecto antineoplásico (Híjar-Soto et al., 2016), antinflamatorio 

(Guerrero-Salgado et al., 2016) y antioxidante (Rodríguez, 2015), resulta 

interesante probarla. Se planteo como hipótesis que adicionar extractos 

polifenólicos de la planta Rhus trilobata promueve un mejor desarrollo de 

ovocitos durante la maduración In vitro en comparación con la adición de CAFN. 

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la CAFN y la Rhus 

trilobata sobre el desarrollo de competencia de ovocitos bovinos madurados In 

vitro. 
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REVISIÓN DE LITERATURA 

Ovogénesis – Foliculogénesis  

En los bovinos durante la vida fetal se originan las gónadas en las 

crestas gonadales en la línea media del mesonefro alrededor de los días 28 al 

36 de la gestación (Mauleon, 1969). Un suceso importante en esta etapa es la 

migración de células germinales primordiales (PGCS) hacia las crestas 

germinales y su proliferación (Rüsse y Sinowantz, 1998). Durante el desarrollo 

del aparato urogenital existe la posibilidad de formar dos conductos: el conducto 

de Wolff o de Müller, este último para la formación del oviducto, útero y partes 

de la vagina (Viebahn et al., 1987; Kenngott y Sinowatz, 2007). La migración de 

PGCS en bovinos ocurre entre los días 30 al 64 de gestación (Rüsse y 

Sinowatz, 1998). Durante la migración las PGCS se dividen por mitosis y 

comienza la ovogénesis para dar inicio a la formación de la célula germinal 

femenina conocida como ovogonia (Wartenberg et al., 1998). Un gran número 

de PGCS llegan a las gónadas para desarrollarse dentro de los folículos 

primordiales (Tam y Snow, 1981). Aunque la mayoría de las PGCS continúan la 

proliferación antes del nacimiento algunas sufren apoptosis; en el bovino, el 

máximo de PGCS es alrededor de 2,700,000, las cuales son reducidas antes 

del nacimiento aproximadamente a 68,000 (Erickson, 1996). Después de varias 

divisiones mitóticas la ovogonia entra a la primera división meiótica 

deteniéndose en profase I en la etapa de diploteno dando lugar a los ovocitos 

primarios, los cuales se mantienen arrestados hasta la pubertad (Aerts y Bols, 

2010). El ovario es el órgano donde se lleva a cabo el desarrollo y maduración 

de ovocitos así como liberación del mismo, particularmente es indispensable 



4 
 

para la síntesis y secreción de hormonas involucradas en la reproducción que 

intervienen en el desarrollo folicular (Gougeon, 2003). Durante la foliculogénesis 

se sucede la transición de folículos inactivos a folículos activos, este es un 

proceso gradual que toma lugar poco después de la formación de los folículos 

primordiales y continúa a lo largo de vida reproductiva (Fortune et al., 1998). 

Por lo tanto, se puede definir a la foliculogénesis como una serie de eventos 

ordenados y consecutivos sobre la diferenciación de PCGS y las etapas de 

maduración de las células somáticas y germinales (Zhang et al., 2010).  

Durante la foliculogénesis comienza la formación de folículos primordiales 

localizados en la corteza ovárica (Nilsson et al., 2001; Yang y Fortune, 2007), 

continuando con el crecimiento y transición hacia folículos primordiales, 

primarios, secundarios hasta llegar a un folículo terciario o maduro el cual 

contiene un ovocito maduro, rodeado de varias capas de células de la 

granulosa cuboidales, células de la teca interna así como externa (Fair et al., 

1997 Silva et al., 2009). La adquisición de la competencia meiótica se da 

durante la foliculogénesis (Sánchez y Smitz, 2012), resultando un ovocito 

competente capaz de ser fertilizado y soportar las primeras divisiones 

embrionarias, durante esta etapa el ovocito obtiene la maquinaria necesaria 

para reanudar la meiosis I y posteriormente completarla (McGinnis et al., 2013). 

Las modificaciones que sufre el ovocito durante esta etapa comprenden la 

acumulación de proteínas, reorganización de organelos (Fair, 2003) y cambios 

en la estructura de la cromatina (Luciano y Lodde, 2013).  

Regulación de Eventos Reproductivos 
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El eje hipotálamo-hipófisis-gonadal se encarga de las regulaciones 

neuroendocrinas reproductivas como la síntesis y secreción de hormonas 

esteroideas (Prieto-Gómez y Velázquez-Paniagua, 2002). Los eventos 

reproductivos son controlados por el hipotálamo, el cual, estimula la producción 

de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) causando la estimulación 

de la hipófisis para liberar las hormonas gonadotróficas (Hormona Folículo 

Estimulante; FSH y Hormona Luteinizante; LH). Las gonadotropinas tienen 

como órgano diana los ovarios y responden al aumento de la síntesis de 

hormonas esteroideas como estrógeno y progesterona (Tanriverdi et al., 2003). 

La FSH estimula el crecimiento y maduración del folículo; además, estimula a 

las células de la granulosa para la síntesis de estradiol. Por otra parte, la LH 

permite la reanudación meiótica, estimula la ovulación y la esteroidogénesis en 

las células de la teca (Potau y Carreño de Puig, 2007). Los ovocitos arrestados 

en profase I reinician meiosis al llegar a la pubertad cuando los ovocitos en sus 

folículos comienzan a ser receptivos a las gonadotropinas, volviendo a hacer 

arrestados en metafaseII, esta segunda meiosis sólo finaliza si el ovocito es 

fertilizado (Tripathi et al., 2010) 

Comunicación Bidireccional  

Durante la foliculogénesis las CG se diferencían en dos tipos, las más 

cercanas al ovocito se denominan células cumulares (CC) y las más externas 

células de la granulosa murales (CM). El conjunto celular del ovocito rodeado 

por las CC, dan lugar a los COC’s (Li y Albertini, 2013). La comunicación entre 

el ovocito y las células que lo rodean es bidireccional (Gilchrist et al., 2008). 

Bajo esta comunicación sucede el desarrollo de ambos tipos celulares, 
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gobernado por una interacción compleja de factores reguladores, donde ambos 

tipos celulares se benefician, permitiendo la diferenciación y el desarrollo 

folicular así como la adquisición de competencia del ovocito (Eppig, 2001).  

Comunicación mediada por uniones GAP. La foliculogénesis y la 

producción de ovocitos maduros dependen de la comunicación intracelular por 

medio de uniones GAP. Dichas uniones están compuestas por canales de 

conexiones intracelulares formados por proteínas transmembranales llamadas 

“conexinas” que permiten el paso de moléculas pequeñas de <1 kDa  (Kidder y 

Mhawi, 2002). La conexina 43 (Cx43) se encuentra presente en las uniones 

GAP que conectan las CG con otras CG, mientras que la conexina 37 (Cx37) 

conecta las CC con el ovocito (Beyer et al., 1989; Simon et al., 1997). Por 

medio de uniones GAP el ovocito y las CC pueden transferirse moléculas como 

adenosín monofosfato cíclico (AMPc), guanosín monofosfato cíclico (GMPc), 

aminoácidos y metabolitos (Eppig, 1991). La presencia de canales de uniones 

GAP entre las propias CG y con el ovocito mantienen la funcionalidad del 

folículo (Monniaux, 2016). Las Cx43 y Cx37 son necesarias para la 

foliculogénesis, la ausencia de estas conexinas es suficiente para comprometer 

el desarrollo del ovocito y el folículo (Gittens y Kidder, 2005). 

Comunicación mediada por proyecciones transzonales. Las 

proyecciones transzonales (TZP) son originadas en las CC y se extienden hasta 

la membrana plasmática del ovocito atravesando la zona pelúcida (ZP). En los 

folículos preantrales estas estructuras son numerosas y tienen contacto con el 

oolema o citoplasma del ovocito (Albertini y Rider, 1994). Durante el crecimiento 

del ovocito se forman invaginaciones profundas de TZP alcanzado la vesícula 
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germinal. Mientras que en los folículos con antro estas estructuras son 

menormente predominantes. Las TZP apoyan la secreción o absorción de 

factores secretados por el ovocito (Albertini et al., 2001). Estas proyecciones 

pueden ser solitarias o múltiples, siendo densas extensiones que perforan la ZP 

(Adams et al., 1996). El citoesqueleto, fibras u orgánulos ocupan las TZP. Sin 

embargo, en etapas tempranas del desarrollo pueden alcanzar la corteza del 

ovocito (Albertini y Barrett, 2004). 

Comunicación mediada por receptores. El ovocito secreta moléculas 

que establecen la comunicación bidireccional. Los factores secretados 

por el ovocito (OSFs) activan las vías de señalización que permiten 

regular la diferenciación y mantener el fenotipo de las CC. Algunos de los 

factores son: el factor de diferenciación del crecimiento 9 (GDF-9) y la 

proteína morfogenética de hueso 15 (BMP-15; Gilchrist et al., 2008). Los 

factores GDF-9 y BMP-15 juegan un papel importante en desarrollo 

folicular y en la maduración del ovocito, debido a que promueven que el 

ovocito pueda activar vías de señalización dentro de las CC para que se 

expresen genes implicados con síntesis de moléculas (Li et al., 2014). 

Regulación Molecular del Arresto Meiótico  

Un paso importante en el proceso de maduración del ovocito es el 

arresto meiótico en profase I (Figura 1). El cual está controlado por la alta 

concentración de AMPc, que se difunde por medio de uniones GAP entre las 

CC y el ovocito (Dekel y Sherizly, 1988). El AMPc es el resultado de la 

activación de la adenilato ciclasa, debido a un estímulo mediado por un receptor 

transmembranal tipo proteína G (GPR3 ó GPR2). Tanto el ovocito como las CG 
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Figura 1. Representación esquemática de las señales que regulan la 
maduración del ovocito  

                   FSH: Hormona Folículo Estimulante; LH: Hormona Luteinizante; 
EGF: Factor de crecimiento epidérmico; PGE2: Prostaglandina; 
NPPC/NPR2: ligando NPPC y receptor NPR2; GV: Vesícula 
Germinal; MPF: Factor Promotor de la Maduración; cdc25: cd25 
Fosfatasa; PKA; Proteína Quinasa A; cAMP: Adenosín Monofosfato 
Cíclico; cGMP: Guanosín Monofosfato Cíclico; PDE3A: 
Fosfodiesterasa 3A; GPR3: Receptor Transmembranal GPR3; 
Cx37: Conexina  37. 

                   Conti et al., 2012 
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que lo rodean, son capaces de producir AMPc, aunque las cantidades 

producidas en las CG son mucho menores que las producidas en el ovocito. 

Gracias al estímulo de las proteínas GDF9 y BMP15, las CG expresan el RNAm 

del gen Nppc, el cual una vez que se traduce origina el péptido natriurético tipo-

C (CNP) que se secreta al espacio extrafolicular, es decir, al espacio 

extracelular que existe entre las CM y CC. 

Posterior a esto, el CNP es reconocido por el receptor péptido 

natriurético 2 (NPR2), el cual esta presente en la membrana plasmática tanto en 

las CM como en las CC. La unión de CNP con NPR2 desencadena una la 

producción de GMPc, el cual se acumula en el espacio intracelular de las CG. 

Este GMPc logra difundirse de las CM a las CC, a través de la Cx43, y de las 

células cumulares al ovocito por medio de la Cx37.  

Una vez en el ovocito el GMPc es reconocido por la enzima 

fosfodiesterasa 3A (PDE3A) e inhibe la capacidad de la enzima para hidrolizar 

el AMPc, permitiendo así que el AMPc se acumule. El AMPc activa a la proteína 

cinasa A (PKA), la cual fosforila a enzima Wee1, quien a su vez fosforila a la 

proteína CDK1. La CDK1 junto con la ciclina-B, conforman el complejo 

denominado factor promotor de maduración (MPF), al estar presente la proteína 

CDK1 provoca que el complejo MPF este inhibido y con esto la meiosis se 

mantenga arrestada (Conti et al., 2012; Sánchez y Smitz 2012; Zhang et al., 

2008).  

El término del arresto meiótico es mediado por la hormona LH, la cual 

llega al ovario procedente de la pituitaria a través de la vía sanguínea. Una vez 

en el ovario, la LH es reconocida por su receptor denominado (LHR), que se 
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encuentra en la membrana de las células de la teca y CM. El receptor LHR es 

una proteína tipo G, que una vez que se une a la LH provoca que se active la 

vía de la adenilato ciclasa con la posterior producción de AMPc, el cual se 

acumula en citosol de la CM. El AMPc entonces a través de la vía de 

señalización de PKA, activa la expresión de los factores parecidos a EGF 

(anfiregulina, epiregulina y regulina), los cuales son secretados al espacio 

interfolicular donde son reconocidos por el receptor de crecimiento epidermal 

(EGFR) en las CC. Una vez que se da este reconocimiento, EGFR 

desencadena la vía señalización de las MAPK / ERK, que fosforila a la Cx43 

provocando que ésta se cierre e impida el transporte de GMPc. Por otro lado el 

estímulo de EGFR provoca que se suprima la expresión de Npr2, por lo que ya 

no hay producción de GMPc en el citosol de la CC. Con lo anterior, los niveles 

de GMPc decrecen considerablemente en el interior del ovocito, lo que provoca 

que la PDE3A se active y empiece a hidrolizar el AMPc acumulado en el 

ovocito; esta acción ocasiona que se bloque la vía PKA y se pierda el estado 

fosforilado de Wee1B y Cdc25. Wee1B en su estado desfosforilado no tiene 

acción sobre CDK1 y una vez que Cdc25 esta desforilada a su vez desforila a 

CDK1. Cuando CDK1 ésta desfosforilada se activa y se une a la cíclina-B, 

activándose el complejo MPF; el cual posteriormente fosforila las lamininas de 

la membrana nuclear, lo que desencadena que el núcleo empiece a 

desintegrarse. Con esto la meiosis se reactiva y continua hasta la metafase II, 

donde de nuevo se arresta (Conti et al., 2012; Sánchez y Smitz 2012; Zhang et 

al., 2008).  
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Maduración Espontánea 

La maduración del ovocito implica lograr la capacidad para soportar la 

meiosis, desarrollar competencia para ser fertilizado y por último soportar las 

primeras divisiones embrionarias (Suikkari y Soderstrom-Anttila, 2007). Una 

limitante de la maduración In vitro, es que inmediatamente después de realizar 

la aspiración folicular, sin un estímulo previo al pico de LH, los ovocitos 

reanudan meiosis. Este suceso es conocido como maduración espontánea e 

impide la adecuada capacitación del ovocito, lo cual es esencial para desarrollar 

competencia (Pincus y Enzmann, 1935; Luciano et al., 2011). Durante la 

segunda mitad de la maduración In vitro, las CC se expanden perdiendo la 

comunicación bidireccional entre las CC y el ovocito (Mattioli y Barboni, 2010). 

Al perder la interacción celular se reanuda la meiosis (Isobe et al., 1988). Los 

ovocitos madurados In vivo se mantienen compactos durante la meiosis I y el 

progreso hacia la meiosis II; mientras que, los ovocitos madurados In vitro 

pierden progresivamente el contacto con las CC (Motilk et al., 1986). Los 

sistemas de cultivo In vitro carecen de las condiciones adecuadas para 

mantener esta interacción (Araújo et al., 2014), debido a que, los procesos 

biológicos implicados en el desarrollo In vivo son sólo parcialmente sustituidos 

en los cultivos de producción In vitro (Talevi y Gualtieri, 2009). La expansión de 

las CC está regulada por dos eventos: 1) estimulación por gonadotropinas ó por 

el factor del crecimiento y 2) factores secretados por el ovocito que actúan en 

las CC permitiendo responder a los estímulos de gonadotropinas / EGF para 

sintetizar ácido hialurónico (Gilchrist et al., 2008). En respuesta al pico de LH 

las CC forman una matriz que envuelve a los COC’s, este proceso se encuentra 
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regulado por señales intracelulares (Russell y Salustri, 2006). Las CC 

comienzan a producir ácido hialurónico, el cual es unido a las células por 

proteínas de unión. La presencia del ácido hialurónico provoca el 

desacoplamiento de las CC, mientras que estas células son embebidas en una 

matriz mucificante (Eppig, 2002). El mantener la estructura tridimensional de los 

COC’s favorece la comunicación entre el ovocito y las CC, lo que permite la 

correcta maduración del ovocito (Pangas et al., 2003; Xu et al., 2006; Xu et al., 

2009).  

Especies Reactivas de Oxígeno y Estrés Oxidativo 

Las especies reactivas de oxígeno (ROS) se forman cuando los 

electrones libres se escapan de la cadena transportadora de electrones. La 

generación de ROS por la donación de electrones resulta en moléculas muy 

reactivas e inestables (Agarwal et al., 2008). Principalmente son generados 

como producto de la respiración y el metabolismo celular. Los ROS participan 

en procesos moleculares (Al-Gulbory et al., 2010). Dentro sus funciones 

encontramos que actúan como segundos mensajeros (Khan y Wilson, 1995), 

intervienen en las vías de transducción de señales de varios eventos como la 

embriogénesis foliculogenénesis, maduración del ovocito, (Cetica et al., 2001; 

Agarwal et al., 2008), transcripción, crecimiento y diferenciación celular (Finkel, 

1998). Además, actúan en contra de los microorganismos (Khan y Wilson, 

1995). Sin embargo, cuando exceden los niveles celulares adecuados producen 

efectos adversos que pueden incluso conducir a la muerte celular (Al-gulbory et 

al., 2010). Dentro de los ROS producidos durante la respiración y el 

metabolismo celular se encuentran el aníon superóxido (O2
-), el peróxido de 
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hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (OH-). La formación de O2
-  da lugar a la 

formación y propagación de ROS dentro y fuera de la célula (Agarwal et al., 

2008). La mayor fuente generadora de O2
- bajo condiciones naturales es la 

mitocondria (Cadenas y Davies, 2010). El O2
-  puede atravesar la membrana 

celular y modificar moléculas como lípidos, proteínas y aminoácidos (Guerin et 

al., 2001). Por otra parte, el H2O2 es químicamente estable y tiene la capacidad 

de traspasar membranas. Los ROS son necesarios en cierta medida para 

mantener la homeostasis. Un estado provocado por un desbalance entre la 

presencia de ROS y la capacidad antioxidante celular es el estrés oxidativo 

(Finkel y Holbrook, 2000). El estrés oxidativo puede intervenir de manera directa 

en la expresión genética o bien, indirectamente sobre el efecto que ejercen la 

oxidación de lípidos y proteínas (Luo et al., 2006). Dentro de los sistemas de 

cultivo In vitro, se encuentran factores que inducen un aumento en el estrés 

oxidativo brindando condiciones subóptimas para el desarrollo. Además, el 

ambiente externo puede ser una fuente de estrés oxidativo (Agarwal et al., 

2006).  

Sistema Antioxidante  

El mantenimiento de la homeostasis del estado de óxido-redución (redox) 

intracelular es dependiente de una compleja red de moléculas antioxidantes 

(Finkel, 2011). Una de ellas es la molécula glutatión (GSH) que actúa 

resguardando a la célula del daño oxidativo, es un tripéptido que representa el 

mayor sulfhidrilo no proteico en las células de los mamíferos (De Matos et al., 

2002). Esta molécula se puede presentar de manera reducida como la forma 

activa como GSH o bien de manera oxidada como glutatión disulfuro (GSSG). 
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Asimismo, el sistema antioxidante es ayudado por otras enzimas para 

proteger a la célula contra los ROS (Luberda, 2005). Por otra parte, la molécula 

GSH requiere de la coenzima nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

(NADPH) como fuente de energía para proveer a la célula de GSH (Go y Jones, 

2008). Otra enzima que participa en la defensa antioxidante de la célula es la 

superóxido dismutasa (SOD) que cataliza la dismutación de O2
- produciendo 

H2O2 (McCord y Fridovich, 1969). Además, cabe mencionar que las enzima 

catalasa y varias peroxidasas como glutatión peroxidasa (GPX), tienen un 

importantel papel como antioxidante, ya que pueden convertir el H2O2 en H2O 

evitando el daño celular (Devine et al., 2012). 

Actividad Antioxidante en la Maduración de Ovocitos In vitro 

Los COC´s presentan enzimas antioxidantes para defenderse del estrés 

oxidativo. A pesar de que la mayor cantidad de enzimas antioxidantes se 

encuentran en los COC’s, los ovocitos cuentan con su propio mecanismo de 

defensa para evitar el deterioro provocado por los ROS (Cetica et al., 2001). Sin 

embargo, el desarrollo de embriones In vitro se muestra afectado por las 

condiciones de cultivo, la presencia de ROS y por el balance intracelular redox. 

El adicionar antioxidantes al medio de cultivo mejora el desarrollo de embriones 

(Takahashi, 2012) y protege a los ovocitos contra los ROS y el estrés oxidativo 

(Devine et al., 2012). La molécula GSH se encuentra implicada en la 

maduración nuclear y citoplasmática del ovocito además de proteger al ovocito 

contra los ROS (Luberda, 2005). 

Antioxidantes  
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Un antioxidante puede ser descrito como una sustancia que en 

concentraciones menores en comparación con la de un sustrato oxidable puede 

retrasar o impedir el estrés oxidativo (Halliwell, 1996). Algunos compuestos 

naturales como los extractos herbales o los tés poseen actividad antioxidante 

(Aoshima et al., 2007). 

Cafeína 

La CAFN se encuentra de manera natural en ciertos alimentos pero 

existe también de forma química (1,3,7-trimetilxantina). La CAFN posee 

actividad antioxidante (Lee, 2000) actuando como un eliminador de OH- en 

concentraciones milimolares (Shi et al., 1991). Además, actúa como antagonista 

uniéndose a los receptores de adenosina (Riobó y González, 2008), inhibe la 

PDE3 y aumenta los niveles de calcio intracelular (Rojo-Martínez et al., 2005). 

Por otra parte, la CAFN en la maduración de ovocitos actúa prolongando el 

arresto meiótico ya que aumenta los niveles de AMPc (Kren et al., 2004). 

Kikuchi et al., (2002) mencionan que la CAFN regula la actividad de MPF 

mediante el complejo Cdc2 y Wee 1 (Figura 2). Por su parte, Bernal-Ulloa et al. 

(2016) afirman que la adición de CAFN previamente a la maduración In vitro 

retrasa la maduración meiótica y mejora el porcentaje de sobrevivencia de 

embriones bovinos vitrificados. También, mencionan que el efecto inbidor de la 

CAFN depende de las concetraciones adicionadas durante las primeras 9 h de 

cultivo, en cambio 20 h después pierde su efecto inhibidor. 

Rhus trilobata  

La Rhus trilobata (RT) es una planta endémica del Estado de Chihuahua 

localizado en el Norte de México (Figura 3; Guerrero-Salgado et al., 2016), que  
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Figura 2. Esquema del control del arresto meiótico 

      GPR3: Receptor Transmembranal; Gs: Proteína Gs; AC: adenil     
ciclasa; camp: Adenosín Monofosfato Cíclico; PKA: Proteína quinasa 
A;  cdc25: cd25 Fosfatasa; WEE1 / MYT1: Quinasa WEE1 / MYT1; 
CDK2 y CYB: Complejo Regulador del Ciclo Celular                                
Mehlmann, 2005 
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      Figura 3. Fotografía de la planta Rhus trilobata  

               Rose, 2015  
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tradicionalmente se ha utilizado como tratamiento alternativo en forma de 

infusión en enfermedades estomacales (Jacobo-Herrera et al., 2016) como el 

cáncer de colón y otros tipos de cáncer como leucemia (Híjar-Soto et al., 2014). 

La RT es rica en polifenoles, que le brindan un potente efecto antioxidante y 

anti-inflamatorio (Guerrero-Salgado et al., 2016). Estudios previos realizados 

por el grupo de investigación de la Dra. Blanca Sánchez-Ramírez han 

demostrado que esta planta es rica en polifenoles con una gran capacidad 

antioxidante y proapóptica (Varela, 2013). Este grupo de investigación ha 

demostrado que el uso de de esta planta como componente de cultivo celular 

provoca una acción antineoplásica en líneas de células CaCo2 y en macrofágos 

promueve una acción anti-inflamatoria inhibiendo la expresión de COX-2, iNOs, 

IL-1, IL-6 y TNF- (Guerrero-Salgado et al., 2016) 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Maduración In vitro de Ovocitos 

Ovarios bovinos fueron recolectados del rastro TIF Corrales de San 

Ignacio  S. P. R. de R. L. de C. V., Chihuahua, Chih. Estos fueron transportados 

en solución salina estéril al 0.15 M a una temperatura ambiente (25 - 35 °C) al 

laboratorio de Fertilización In vitro ubicado en la Facultad de Zootecnia y 

Ecología de la UACH. En un período no mayor a 3 horas. Una vez en el 

laboratorio se enguajaron los ovarios con solución salina estéril a la misma 

concentración para eliminar resiudos hematológicos que pudieran contener, 

además empleando unas tijeras se retiró el tejido excedente. Se realizó la 

obtención de los COC’s aspirando los folículos con diámetro de 2 - 10 mm 

apoyados de una aguja BD Precision Glide 18G x 1½" conectada a una bomba 

(WOB-L® Dry Vacuum Pumps, Standard-Duty, Welch®) con presión de ~5 

mmHg. Durante la selección los COC´s fueron manejados en medio H-CDM-M. 

La evaluación y selección se realizó bajo un estereoscopio (Leica MS5), 

eligiéndose los COC’s que tuvieran por lo menos 3 capas de CC compactas. 

Los ovocitos fueron cultivados en platos de cuatro pozos (Thermo Scientific) 

con 1000 µl de medio de maduración (IVM) suplementado con el tratamiento 

correspondiente (CONTROL, CAFN 10 mM, RT 3 µg / ml y CAFN+RT 10 mM + 

RT 3 µg / ml). La concentración de la CAFN fue la utilizada por Kren et al. 

(2004) mientras que la dosis utilizada para RT fue determinada en un 

experimento previo. Finalmente, los ovocitos fueron madurados durante 23 h a 

38 °C en una atmósfera al 5 % de CO2 en aire y saturado de humedad. 

Experimento 1. Expansión de las Células Cumulares 
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La expansión de las CC fue evaluada 23 h después al inicio de la 

maduración In vitro. Se clasificó el grado de expansión con ayuda de un 

microscopio Axiovert CFL40 (Zeiis) de manera subjetiva según lo descrito por 

Kobayashi et al. (1994) en tres categorías (Figura 4): A) compacto, si el COC no 

se presenta separación entre CC, B) semicompacto, si existe una expansión 

heterogénea con regiones de células sin expandir y C) expandido, si hay una 

separación homogénea sin grupos de células compactas. 

Experimento 2. Extrusión del Primer Cuerpo Polar  

Los ovocitos fueron examinados al término de la maduración para 

observar la presencia del primer cuerpo polar. Los ovocitos se fueron 

desprovistos de las CC por medio de remoción mecánica (agitación vigorosa) y 

con pipeteo gentil en solución amortiguadora fosfato salina (PBS) para facilitar 

la observación de la presencia del primer cuerpo polar. La evaluación se realizó 

con ayuda del microscopio Axiovert CFL40 (Zeiis) a un aumento de 10x (Figura 

5). 

Experimento 3. Niveles Intracelulares de ROS  

La medición del nivel intracelular de ROS se realizó 23 h posteriores al 

inicio de la IVM. El procedimiento utilizado para la determinación del nivel 

intracelular de ROS fue una combinación de lo descrito por Park et al. (2014), 

Rocha-Frigoni et al. (2015) y Rocha-Frigoni et al. (2016) con ciertas 

modificaciones. Se desnudaron los ovocitos por agitación vigorosa y con 

pipeteo gentil en PBS. Una vez limpios se colocaron en PBS adicionado con 

alcohol polivinílico (PBS 1X – PVA 1 %) suplementado con 5 µM 2′,7′-  
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Figura 4. Complejos cúmulo-ovocito (COC´s) bovinos exhibiendo tres grados de expansión cumular: (A)       
COC compacto; (B) COC semi-compacto y (C) COC expandido. Imagen en campo claro 10x 
tomada con el microscopio Axiovert CFL40 (Zeiis). 
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 Figura 5. Extursión del CP A: Ovocito con extrusión del primer cuerpo polar y 
B: Ovocito sin extrusión del primer cuerpo polar. La flecha indica el 
cuerpo polar. Imagen en camplo claro a 20x tomada con el 
microscopio Axiovert CFL40 (Zeiis).  
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Diclorofluorescina diacetato (DCHFDA, sigma Aldrich). Se incubaron durante 30 

min a 38.5 °C en una atmósfera al 5 % de CO2 en aire y saturado de Los 

ovocitos teñidos fueron lavados dos veces en PBS e inmediatamente se 

observó la intensidad de fluorescencia en el microscopio invertido Axiovert 

CFL40 (Zeiis) bajo un filtro de excitación de 450 - 490 nm y de emisión 510 - 

515 nm (Figura 6). Para determinar la señal de intensidad de fluorescencia las 

imágenes observadas en el programa computacional imaging software Zen 2 

Pro. Dichas señales fueron normalizadas mediante la siguiente técnica: la señal 

de intensidad del fondo se le resto a cada valor de intensidad de fluorescencia 

(pixeles). La muestra experimental del grupo control fue elegida como calibrador 

y las medias de cada uno de los tratamiento (RT, CAFN y CAFN+RT) fue 

dividida por la media del grupo calibrador para obtener el valor de ROS en 

unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF). 

Experimento 4. Niveles Intracelulares de GSH  

El protocolo empleado para la determinación del nivel intracelular de 

GSH fue una combinación de lo descrito por Park et al. (2014), Rocha-Frigoni et 

al. (2015) y Rocha-Frigoni et al. (2016) con ciertas modificaciones. Se 

desnudaron los ovocitos por agitación vigorosa y con pipeteo gentil en PBS, una 

vez limpios se colocaron en PBS-PVA suplementado con 20 µM de 

ThiolTracker (Glutathione Detection Reagent; Molecular probes, Invitrogen). Se 

incubaron durante 30 min a 38.5 °C en una atmósfera al 5 % de CO2 en aire y 

saturado de humedad bajo condicionres de obscuridad. Los ovocitos teñidos 

fueron lavados dos veces con PBS. Enseguida se observó (Figura 7) la 

intensidad de fluorescencia con el microscopio invertido Axiovert CFL40 (Zeiis)
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Figura 6. Imagen representativa de los niveles intracelulares de ROS en ovocitos madurados In vitro. A: campo claro, 
B: sobreposición panel A y C, y C: fluorescencia a 524 nm. Imagen observada en 10x tomada con el 
microscopio Axiovert CFL40 (Zeiis). 
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Figura 7. Imagen representativa de los niveles intracelulares de GSH en ovocitos madurados In vitro. A: 
campo claro, B: sobreposición panel A y C, y C: fluorescencia a 525 nm. Imagen observada en 10x 
tomada con el microscopio Axiovert CFL40 (Zeiis). 
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con un filtro de excitación 390 - 420 nm y emisión de 425 - 450 nm.La señal de 

intensidad de fluorescencia fue analizada en el programa computacional 

imaging software Zen 2 Pro. Dichas señales fueron normalizadas mediante la 

siguiente técnica: la muestra experimental del grupo control fue elegida como 

calibrador y las medias de cada uno de los tratamiento (RT, CAFN y CAFN+RT) 

fue dividida por la media del grupo calibrador para obtener el valor de GSH en 

unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF). 

Experimento 5. Partenogénesis Activación de Ovocitos 

Los ovocitos se maduraron durante un lapso de 40 h de acuerdo con 

Presicce y Yang (1994). La activación se realizó conforme a lo descrito por Kren 

et al. (2004) con algunas modificaciones. Los ovocitos fueron desnudados con 

agitación vigorosa durante 30 seg suspendidos en medio de manejo H-CDM-1 y 

con ayuda de pipeteo gentil. Se preparó un plato de cuatro pozos con 500 µl de 

medio de  cultivo CDM-1 por pozo y 1 ml de agua destilada filtrada en el centro. 

Se adicionaron 5 µM de ionomicina (Sigma Aldrich) a cada pozo y se incubaron 

durante 5 min a 38.5 °C en una atmósfera al 5 % de CO2 en aire y saturado de 

humedad. Enseguida, se preparó un segundo plato de cuatro pozos con 500 µl 

de medio de cultivo CDM-1 por pozo y 1 ml de agua destilada filtrada en el 

centro. Se adicionó 4 µM de 6-dimetilalilamino purina (6-DMAP, Sigma Aldrich) 

para incubar los ovocitos durante 4 h en un ambiente a 38.5 °C en una 

atmósfera al 5 % de CO2 en aire y saturado de humedad. Posteriormente, se 

enjuagaron los ovocitos en un medio químicamente definido para el manejo de 

embriones tardíos H-CDM-2. Se prepararon platos de cuatro pozos con 500 µl 

de CDM-2 por pozo y 1 ml de agua destilada filtrada en el centro. Los ovocitos 
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fueron incubados a 38.5 °C en una atmósfera al 5 % de CO2 en aire y saturado 

de humedad. La evaluación embrionaria se llevó a cabo con ayuda del 

estereoscopio (Leica MS5) 7 d después de la activación química (Figura 8). 

Experimento 6. Producción de Embriones In vitro  

Después de las 23 h de maduración se procedió con la fertilización In 

vitro. Se prepararon platos de cuatro pozos con 430 µl de medio F-CDM por 

pozo y 1 ml de agua destilada pura en el centro. Se descongelaron pajillas de 

0.5 mL en baño maría a 35 °C por 35 segundos. Posteriormente se centrifugó 

en una solución de percoll con diferentes gradientes de concentración (45 y 90 

%) a 1300 rpm por 20 min. Enseguida, se retiró el sobrenadante dejando sólo la 

pastilla y nuevamente se centrifugó en 4.5 ml de F-CDM a 1300 rpm por 5 min. 

Enseguida, se retiró el sobrenadante dejando solo la pastilla. Se ajustó el 

volumen de la pastilla a 1x106 espermatozoides por mililitro. Finalmente, se 

adicionaron 50 µl de esta dilución a cada pozo para obtener una concentración 

final de 250, 000 espermatozoides por pozo. Los supuestos cigotos se 

incubaron a 38.5 °C en una atmósfera al 5 % de CO2 en aire y saturado de 

humedad. 

A las 18 h post-FIV, los supuestos embriones fueron desprovistos de las 

células cumulares por agitación vigorosa suspendidos en H-CDM-1 durante 30 

seg. Se prepararon platos de cuatro pozos con 500 µl de CDM-1 por pozo y 1 

ml de agua destilada filtrada en el centro. Los supuestos embriones fueron 

incubados en un ambiente con 5 % CO2, 5 % O2 y 90 % N2 a 39 °C en aire y 

saturado de humedad por lapso de 60 h. Transcurridas las 60 h se observó la 

segmentación embrionaria. Los embriones que segmentaron fueron cultivados 
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                     Figura 8. Ovocitos activados por partenogénesis A: ovocito sin fertilizar, B: embrión de dos células y C:    
Partenote. Imagen en campo claro a 10x tomada con el microscopio Axiovert CFL40 (Zeiis).
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en platos de cuatro pozos con 400 µl de medio CDM-2 bajo las mismas 

condiciones anteriormente mencionadas durante un lapso de 96 h (Figura 9). 

Obtención del Extracto de Rhus trilobata  

El extracto de Rhus trilobata (600 mg / ml) fue brindado por la Dra. 

Blanca Estela Sánchez Ramírez. Dicho extracto se procesa en la Facultad de 

Ciencias Químicas de la Universidad Autónoma de Chihuahua (UACH). A 

grandes rasgos, se recolectan tallos de la planta Rhus trilobata los cuales se 

lavan y secan. Posteriormente, se procede a la liofilización de la materia 

vegetal. Una vez liofilizados los tallos se toman 25 g y se añaden 500 ml de 

solvente (acuoso o metanólico). Posteriormente se centrifuga a 3, 500 rpm 

durante 30 minutos a 4 °C. Se obtienen distintas fracciones de este proceso, 

cada fracción se esteriliza con membranas de 0.22 μm y se almacenan como 

soluciones madre a -20 °C (Rodríguez, 2015). 

Análisis Estadístico 

Los análisis estadísticos para todos los experimentos fueron realizados 

con el paquete estadístico SAS (Statistical Analysis System) versión 9.0 (SAS 

Inst. Inc). Para el análisis de la variable expansión de células cumulares se 

consideraron 278 ovocitos provenientes de tres réplicas. Los datos fueron 

analizados con el procedimiento CATMOD. Para las variables extrusión del 

primer cuerpo polar, activación del ovocito y producción de embriones los datos 

fueron analizados con el procedimiento MIXED ajustando un modelo que 

incluyó el tratamiento como efecto fijo y la repetición como efecto aleatorio. Las 

diferencias entre medias se determinaron mediante la sentencia LSMEANS.
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                           Figura 9. Embriones producidos  In vitro  A: mórula y B: Blastocito. Imagen en camplo claro a  
                                           10x tomada con el microscopio Axiovert CFL40 (Zeiis). 
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Para variables anteriormente mencionadas se consideraron 512 ovocitos 

provenientes de cuatro replicas, 361 ovocitos de tres réplicas y 478 

respectivamente para cada uno de los experimentos. En cuanto a los niveles 

intracelulares ROS y GSH fueron considerados 188 y 237 ovocitos, 

respectivamente derivados de tres réplicas. Se utilizó el procedimiento GLM y al 

observarse diferencia estadística (P < 0.05) las medias fueron comparadas por 

una prueba de Tukey. Para todos los experimentos se fijó un valor mínimo de 

alfa en 0.05. 

Se debe considerar que: el estado fisiológico de los ovarios para cada 

experimento fue bastante heterogéneo en cada una de las réplicas. Cada 

experimento se llevó a cabo de manera independiente. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Experimento 1. Expansión de las Células Cumulares 

No se observaron cambios en el grado de expansión de las CC con la 

exposición a CAFN, RT o CAFN+RT durante la maduración In vitro. El 

porcentaje de COC’s en las categorías A, B y C fue similar (P > 0.05) para 

todos los tratamientos (Gráfica 1). Después de las 23 h de maduración la 

mayoría de los COC’s permanecieron dentro de la categoría A (compactos), 

sólo un bajo porcentaje de ovocitos expandieron. A pesar que no hubo 

diferencia estadística para ninguna de las categorías entre los tratamientos se 

observó que la CAFN y CAFN+RT presentaron un mayor efecto inhibidor sobre 

la expansión CC. Las CC que rodean al ovocito participan en el arresto meiótico 

mediante uniones GAP (Appeltant et al., 2015), además de ayudar a soportar la 

maduración citoplasmática (Tanghe et al., 2002). Al expandirse las CC ocasiona 

una disociación entre las células del cúmulo resultando en una disminución de 

la comunicación. La reducción de la comunicación intracelular entre el ovocito y 

las CC induce a la reanudación meiótica (Isobe y Terada, 2001). La CAFN es 

un inhibidor de la PDE3A (Müller y Jacobson, 2011) que actúa manteniendo 

altos niveles de AMPc provocando el retraso de la maduración meiótica (Miao et 

al., 2007). Nogueira et al. (2003) suplementaron ovocitos durante la IVM con un 

inhibidor selectivo de la PDE3 observando que la expansión de COC’s no fue 

modificada por la presencia del inhibidor aunque observaron una tendencia a 

retener la expansión celular. Chaube et al. (2000) proponen que las CC 

participan en el arresto meiótico mediante el aumento de los niveles AMPc que 
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       Gráfica 1. Efecto de la Cafeína (CAFN) y Rhus trilobata (RT) sobre la organización tridimensional de 
los COCs. Los COCs fueron madurados y evaluados de acuerdos a su estructura 
tridimensional en A: compactos, B: semi-compactos y C: expandidos.  

                       No hubo diferencias entre los tratamientos (P > 0.5). 
                                 Los datos son expresados en porcentajes ± E.E. 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

CONTROL RT CAFN CAFN+RT CONTROL RT CAFN CAFN+RT CONTROL RT CAFN CAFN+RT

A B C

P
o

rc
e
n

ta
je

 %
 



34 
 

transfieren al ovocito. Posiblemente, la CAFN actúa aumentando los niveles de 

AMPc en los COC’s provocando que las uniones GAP permanezcan intactas 

impidiendo la expansión de las CC. Un aumento moderado de los niveles de 

AMPc durante la maduración podría actuar mejorando la capacidad de 

desarrollo del ovocito a través de la comunicación bidireccional entre las células 

de cúmulo y el ovocito (Luciano et al., 2004). Por otra parte, los COC’s tratados 

con RT tenían una mejor apariencia es decir, una distribución más homogénea 

de las CC que el resto de los grupos. Aunque no hubo diferencia estadística, el 

efecto favorable de las RT sobre las morfología de los COC’s podría deberse a 

su alto contenido en polifenoles que le permite una mejor comunicación 

bidireccional. Tal vez, la RT actúa aumentado los niveles de AMPc en las CC de 

forma moderada durante un lapso más corto que el de la CAFN, favoreciendo a 

la interacción y permitiendo la maduración. Es importante resaltar que, la CAFN 

y la RT no habían sido anteriormente utilizadas ni evaluados sobre el grado de 

expansión de las CC. 

Experimento 2. Extrusión del Primer Cuerpo Polar 

La RT mejoró (P < 0.05) la maduración nuclear del ovocito en 

comparación con los demás tratamientos. Se observó que la extrusión del 

primer cuerpo polar se ve beneficiada por la RT (Gráfica 2) durante la 

maduración In vitro. La reactivación meiótica del ovocito es caracterizada por la 

ruptura de la vesícula germinal hasta completar la primera división meiótica 

continuando con la segunda división manifestada por la extrusión del primer 

cuerpo polar. El ovocito vuelve a ser arrestado en metafase II hasta la 

fertilización (Tripathi et al., 2010). Adicionalmente, la configuración meiótica esta 



35 
 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

CONTROL RT CAFN CAFN+RT

P
o

rc
e

n
ta

je
 %

 

b 
b 

a 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 2. Efecto de la Cafeina (CAFN) y Rhus trilobata (RT) sobre la extrusión 
del primer cuerpo polar. 

                 Valores con literales diferentes indican diferencia estadística.  
                 (P < 0.05). Los datos son expresados en porcentajes ± E.E. 
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relacionada con la morfología de los COC’s.  

Torner et al. (1998) encontraron que el 89 % de los COC’s compactos se 

encuentran en la fase de diploteno mientras que 53.8 % de los COC’s 

expandidos se encuentran en metafase de la meiosis II. Por otra parte, la CAFN 

mostró un potente efecto inhibidor (96.1 % ovocitos inmaduros) sobre la 

maduración nuclear e impidió el efecto benéfico de la RT.  

Estos resultados coinciden con los reportados por Kren et al. (2004) 

donde obtuvieron 95.5 % arrestados en MI después de 24 h de cultivo con 

CAFN 2.5 mM. Por lo tanto, estos resultados sugieren que el arresto meiótico 

depende de la integridad de las CC y comunicación con el ovocito a través de 

uniones GAP. Altas concentraciones de CAFN (5 mM – 10 mM) favorecen el 

arresto meiótico de ovocitos madurados In vitro (Miao et al., 2007). 

Adicionalmente, en ovocitos bovinos el tratamiento con CAFN 10 mM 24 ó 30 h 

posteriores al inicio de la maduración, previene la disminución de MPF y MAPK, 

además de inhibir la adquisición de competencia (Lee y Campbell, 2006).  

A pesar que se desconoce como interviene la RT sobre la maduración, 

cabe la posibilidad que intervenga directamente en el ovocito. La planta Rhus 

verniciflua induce el arresto meiótico en células cancerígenas a través de la 

regulación de ciclinas y disminuyendo la actividad de ciclina dependiente de 

cinasas (CDK2, Kim et al., 2006). La activación de MPF en el ovocito depende 

de la desfosforilación de un complejo de Cdc2 y ciclina B (Peter et al., 2002). La 

Cdc2 y las ciclinas participan en el control del ciclo celular (Dorée y Hunt, 2002). 

Quizás la RT actúo disminuyendo la actividad de PKA en ovocito así como la 

actividad de Cdc25 manteniendo MPF inactivo por un periodo de tiempo 
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reducido, permitiéndole al ovocito alcanzar la maduración nuclear durante la 

maduración In vitro. 

Experimento 3. Niveles Intracelulares de ROS  

Los niveles intracelulares de ROS expresados como unidades arbitrarias 

de fluorescencia se muestran en el Cuadro 1. El nivel de ROS incrementó 

significativamente (P < 0.05) en el grupo CAFN comparado con los demás 

grupos.  

La CAFN en concentraciones milimolares (0.4 – 4 mM) exhibe un potente efecto 

antioxidante actuando específicamente en contra de los radicales O2
- y OH- y 

protegiendo a la célula del daño oxidativo (Devasagayam et al., 1996). Estos 

resultados sugieren que la CAFN a una concentración de 10 mM pierde su 

efecto antioxidante. Si bien, no hubo diferencia estadística entre el resto de los 

tratamientos se observa que la combinación de CAFN+RT disminuye los niveles 

de ROS en contraste con el grupo CAFN. Por su parte, la RT no mostró tener 

un efecto significativo en los niveles intracelulares de ROS. Rodríguez (2015) 

menciona que la RT posee alta capacidad antioxidante en células de cáncer de 

colon CaCo-2 sugiriendo su uso como posible tratamiento contra enfermedades 

provocadas por el estrés oxidativo. En un estudio realizado por Rajabi-Toustani 

et al. (2013) utilizaron el extracto de la planta Papaver rhoeas obteniendo 

resultados favorables durante la maduración, lo que demuestra un efecto 

benéfico dependiente de la concetracion administrada. Posiblemente, para 

observar un efecto significativo de la RT sobre los niveles ROS en el ovocito es 

necesario probar diferentes concentraciones.  

Experimento 4. Niveles Intracelulares de GSH 
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Cuadro 1. Niveles Intracelulares de ROS 

Grupo No. de Ovocitos UAF 

CONTROL 50 0.9996a 

RT 45 1.1805a 

CAFN 44 1.6539b 

CAFN+RT 49 1.0815a 

 Diferentes literales indican diferencias estadísticas (P < 0.05). 
 Los datos son expresados como medias. 
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Los niveles intracelulares de GSH expresados como unidades arbitrarias 

de fluorescencia se presentan en el (Cuadro 2). El nivel de GSH no fue 

diferente (P > 0.05) entre los grupos. La GSH es la principal  defensa 

antioxidante interviniendo en algunas funciones biológicas como: proteger al 

ovocito contra el estrés oxidativo, participa en la maduración (Curnow et al., 

2008), participa en el metabolismo de nutrientes aundado a esto, regula eventos 

celulares como: la expresión de genes, la síntesis de proteínas, la proliferación 

celular y en la transducción de señales (Wu et al., 2004). Además está 

relacionada con la fertilización y con la posterior capacidad de desarrollo (Brad 

et al., 2003). Contrariamente, Russell y Robker (2007) no encontraron relación 

entre el contenido de GSH y la capacidad del ovocito para desarrollar 

competencia.  

A pesar que no hubo diferencia estadística entre los grupos se muestra 

que los grupos CAFN y CAFN+RT incrementaron ligeramente el contenido de 

GSH. De acuerdo con lo mencionado por Aoyama et al. (2011) el tratamiento 

con CAFN incrementa la concentración de GSH. En nuestro estudio no está 

claro qué provoca el incremento de GSH. Esto puede deberse a la adición de 

CAFN o bien a una respuesta del ovocito para tratar de contrarrestar el 

aumento de ROS debido que el grupo CAFN mostró tener mayor contenido de 

ROS. Por otra parte, las CC intervienen en la síntesis de GSH (Bing et al., 

2002). Esto también podría ser una explicación del aumento de GSH en los 

grupos CAFN y CAFN+RT debido a que estos grupos presentaron el mayor 

porcentaje de COC’s compactos (64.30 % y 70.77 %). Las plantas contienen 

gran cantidad de polifenoles que poseen actividad antioxidante (Moskaug et al., 
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Cuadro 2. Niveles intracelulares de GSH 

Grupo No. de Ovocitos UAF 

CONTROL 61 1.182a 

RT 58 1.2716a 

CAFN 59 1.6086a 

CAFN+RT 59 1.4138a 

Literales iguales indican que no hubo diferencia estadística (P > 0.05). 
Los datos son expresados como medias.  
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2005), participan contra el estrés oxidativo (Ahmad et al., 2000) y mejoran la 

concentración de GSH en los ovocitos bovinos madurados In vitro (Wang et al., 

2007). A pesar de ello, los ovocitos tratados con RT no aumentaron la 

concentración de GSH. 

Experimento 5. Partenogénesis Activación de Ovocitos  

En el Cuadro 3, se muestran los resultados de la partenogénesis, donde 

ho hubo diferencias (P > 0.05) entre tratamientos. El ovocito para culminar la 

fertilización requiere forzosamente ser fertilizado por un espermatozoide, esto 

en si ya involucra entoces una variable más. Para poder saber si tanto CAFN 

como RT o ambas, eran capaces de mejorar la maduración del ovocito, se 

requeria de un sistema que permitiera evaluar solamente este tipo celular sin 

incluir la variable espermatozoide.  

La partenogénesis es el proceso donde un ovocito sin ser fertilizado y sin 

reducciones meióticas del cromosoma puede desarrollarse a embriones en 

etapas tempranas, este tipo de ensayos se utiliza para probar la capacidad del 

ovocito de ser fertilizado sin necesidad de incluir la variable de espermatozoide 

(Paffoni et al., 2008). La activación por partenogénesis es útil para investigar las 

condiciones del medio del cultivo (Kharche y Birade, 2013).  

En este estudio, utilizamos la activación del ovocito para determinar el 

efecto de CAFN, RT ó CAFN+RT sobre la maduración a pesar de que no hubo 

diferencia estadística (P > 0.05) para la división celular entre los grupos, se 

encontró una mayor cantidad de ovocitos inactivos en el grupo CAFN. La tasa 

de activación es variada entre especies, mientras que depende la viabilidad del 

ovocito y método activación (Kharche et al., 2013). En un estudio realizado por 
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          Cuadro 3. Desarrollo ovocitos activados por partenogénesis  

División celular Grupo Porcentaje ± E.E. 

Una célula 

CONTROL 48.60 ± 11.64a 

RT 29.72 ± 11.64a 

CAFN 61.41 ± 11.64a 

CAFN+RT 64.73 ± 11.64a 

Embriones ≥ 2 
células 

CONTROL 51.40 ± 11.64a 

RT 70.28 ± 11.64a 

CAFN 38.59 ± 11.64a 

CAFN+RT 35.27 ± 11.64a 

          Literales iguales indican que no hubo diferencias estadísticas (P > 0.05).      
          Los datos son expresados en porcentajes ± E.E. 
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Nagai (1987) afirma que la tasa de activación para ovocitos envejecidos y 

activados con etanol es alrededor de 60-68 %.  

Kikuchi et al. (2000) argumentan que al tratar ovocitos con CAFN reduce 

la tasa de partenogénesis. Por su parte, Lee y Campbell (2006) activaron 

ovocitos de ovejas tratados con 10 mM de CAFN observando una reducción 

significativa en la división celular en comparación con ovocitos tratados con 5 

mM. Nuestros resultados sugieren que el tratar ovocitos con 10 mM de CAFN 

repercute la activación, lo mismo sucede en el grupo CAFN+RT. En cambio, 

después de la partenogénesis los ovocitos tratados con RT 3 µg / ml 

incrementaron la activación.  

Experimento 6. Producción de Embriones In vitro  

La adición de RT de los antioxidantes redujo el porcentaje de ovocitos sin 

fertilizar (P < 0.05), a un nivel similar al grupo control, los resultados se 

muestran en el Cuadro 4. Para los embriones de dos o más células no hubo 

diferencia (P > 0.05) entre los tratamientos. El porcentaje de desarrollo de 

embriones de 16 ó más células no fue estadísticamente diferente entre los 

grupos. Sin embargo, se observa una tendencia del grupo RT a incrementar la 

segmentación (13.31 %) en comparación con el resto de los tratamientos.  

Los resultados obtenidos sugieren que adicionar la CAFN al medio de 

cultivo de maduración de los ovocitos, perjudica el desarrollo embrionario, lo 

que coincide con lo encontrado con Iwamoto et al. (2005) donde obtuvieron un 

bajo porcentaje de blastocitos suplementando ovocitos porcinos con CAFN 5 

mM. Por su parte, Lee y Campbell (2006) no obtuvieron efecto alguno sobre el 

desarrollo embrionario tratando COC’s envejecidos con CAFN. Contrariamente, 
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Cuadro 4. Producción de embriones In vitro 

División celular Grupo Porcentaje ± E.E. 

Una célula 

CONTROL 49.44 ± 7.17b 

RT 36.46 ± 7.17b 

CAFN 77.47 ± 7.17a 

CAFN+RT 77.46 ± 7.17a 

Embriones ≥ 2 células 

CONTROL 38.36 ± 14.92a 

RT 35.38 ± 14.92a 

CAFN 2.66 ± 14.92a 

CAFN+RT 4. 80  ± 14.92a 

Embriones ≥ 16 células 

CONTROL 4.64 ± 3.99a 

RT 13.31 ± 3.99a 

CAFN 1.33 ± 3.99a 

CAFN+RT 1.11 ± 3.99a 

Literales diferentes indican diferencia estadística (P < 0.05).      
Los datos son expresados en porcentajes ± E.E. 
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Fathi et al. (2014) reportaron que el adicionar 10 mM de CAFN mejora el 

porcentaje de fertilización de ovocitos de camellos. El porcentaje de ovocitos 

fertilizados fue mejorado con la adición de la RT, efecto que podría deberse a 

su capacidad antioxidante y el efecto que ejerce sobre el control molecular. Es 

posible, que la RT actúe ayudando al ovocito a adquirir competencia de forma 

gradual y progresiva. Cabe mencionar que los embriones tratados con RT 

presentaban mejor aspecto morfológico que el resto de los grupos. Retomando 

los resultados obtenidos en los demás experimentos, podríamos decir que la RT 

promuve la maduración de ovocito; tal vez, bajo la regulación de ciclinas y 

quinasas. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Se concluye que la RT ejerce un efecto positivo favoreciendo el 

desarrollo de competencia de ovocitos bovinos madurados In vitro en 

comparación con la CAFN. Por otra parte, la CAFN es potente inhibidor de la 

meiosis pero disminuye la viabilidad y la capacidad del ovocito para desarrollar 

competencia. La combinación CAFN+RT no ejerce un efecto significativo sobre 

el desarrollo de competencia.  

Debido al efecto postivo de la RT sobre la adquisición de competencia se 

recomienda realizar un estudio a  nivel molecular para determinar el mecanismo 

de acción de RT. Es decir, determinar si la RT actúa sobre las CC y sobre el 

ovocito. Además, se recomienda utilizar ovarios de vaquillas castradas para 

obtener menor variación debido a la calidad de la materia prima. 

En cuanto el eefecto antioxidante tanto de la CAFN como de la RT, se 

recomienda realizar un estudio probando diferentes concetraciones para 

determinar su capacidad antioxidante. 
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