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MORPHOLOGICAL EVALUATION OF CANINE OOCYTES RECOVERED IN DIFFERENT PHASES
OF THE ESTROUS CYCLE
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue obtener y evaluar morfológicamente ovocitos caninos
procedentes de hembras en las diferentes fases del ciclo estral y comparar las proporcio-
nes de ovocitos potencialmente aptos para maduración in vitro (MIV). Se obtuvieron los
ovarios de 24 perras, 6 por cada fase del ciclo estral, y mediante cortes finos se recupera-
ron los ovocitos, que fueron clasificados morfológicamente como aptos y no aptos para
MIV. Dentro de los ovocitos recuperados como aptos para MIV, el 86.6% fue recuperado
de hembras en proestro y estro (p<0.01). La mayor cantidad de ovocitos aptos para MIV
por hembra (448.0 ± 52.7) se obtuvo en la fase de estro (p<0.01). Se concluye que la
evaluación morfológica de los ovocitos permitió establecer que la calidad y cantidad de
ovocitos recuperados durante las fases de estro y proestro del ciclo estral, en términos
de su potencial uso para MIV, fueron mejores y mayores a los ovocitos obtenidos en
anestro y diestro.
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ABSTRACT

The aim of the study was to obtain and morphologically evaluate canine oocytes
from females at different phases of the estrous cycle and to compare the proportions of
oocytes potentially suitable for in vitro maturation (IVM). Ovaries of 24 bitches, 6 for
each phase of the estrous cycle, were sliced to recover the oocytes. These were
morphologically classified into fit and unfit oocytes for IVM. The largest proportion of
oocytes fit for IVM (86.6%) was recovered from females in proestrus and estrus (p<0.01)
and the largest quantity of oocytes fit for IVM per female (448.0 ± 52.7) was obtained in
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the estrus phase (p<0.01). It is concluded that the morphological assessment of oocytes
indicated that the quality and quantity of oocytes recovered during the oestrus and
proestrus phase of the oestrus cycle in terms of their potential use for IVM were better and
higher than those obtained during the anestrus and diestrus phases.

Key words: canine oocyte, in vitro maduration

INTRODUCCIÓN

El estudio de la biología reproductiva de
la perra doméstica (Canis lupus familiaris)
constituye un valioso modelo para la com-
prensión y desarrollo de biotecnologías
reproductivas con aplicación en especies de
cánidos en peligro de extinción (Farstad, 2000;
Luvoni, 2000). Además, las técnicas de ma-
duración de ovocitos in vitro (MIV) y fecun-
dación in vitro (FIV) representan una alter-
nativa para rescatar material genético en hem-
bras de alto valor y que presentan alteracio-
nes reproductivas no hereditarias (Hishinuma
et al., 2004).

Existe concordancia en destacar que
debido a la particular fisiología reproductiva
de la perra, los progresos en el área de la
reproducción asistida han sido relativamente
lentos al compararlos con otras especies, sien-
do el aspecto más determinante de esta si-
tuación la complejidad del gameto femenino,
el cual se caracteriza por ser ovulado en es-
tado de ovocito I (vesícula germinal), requi-
riendo reasumir y completar su proceso
meiótico en el oviducto, y así la madurez, en-
tre 56 a 72 horas después de la ovulación
(Luvoni et al., 2005; Reynaud et al., 2005).

Desde el primer reporte de MIV en
ovocitos de perras (Mahi y Yanagimachi,
1976), se han realizado múltiples ensayos con
el propósito de generar un sistema eficiente
de maduración ovocitaria en cultivo para esta
especie. Las características especiales y úni-
cas de ovular un ovocito I y el largo tiempo
de maduración en el oviducto han dificultado
en gran medida los intentos de reproducir la

MIV y la FIV en los ovocitos caninos, te-
niéndose a la fecha un éxito muy limitado.
Por tanto, considerando que aún no hay sufi-
cientes antecedentes de los mecanismos que
controlan la maduración del ovocito, las in-
vestigaciones se han enfocado a identificar
algunos factores intrínsecos y extrínsecos que
influyen en la maduración ovocitaria de esta
especie (De los Reyes, 2011).

En términos generales, los ovocitos ca-
ninos utilizados para MIV provienen de
folículos de diferentes tamaños, mostrando
un bajo grado de maduración en cultivos uti-
lizando medios adaptados de técnicas de MIV
desarrolladas en otras especies. Esto ha mo-
tivado el estudio de factores que pudiesen
influir en una mayor tasa de maduración
ovocitaria. Entre los factores estudiados cabe
destacar: edad de la perra (Nickson et al.,
1993; Ström Holst et al., 2001), tamaño del
ovocito (Hewitt y England, 1998a), densidad
en el cultivo (Otoi et al., 2002), morfología
ovocitaria (Nickson et al., 1993), sistemas de
co-cultivo (Hewitt y England, 1998b;
Rodrigues y Rodrigues, 2003) y
suplementaciones al medio de cultivo (De los
Reyes et al., 2005; Bolamba et al., 2006;
Vannucchi et al., 2009).

Un factor intrínseco que es señalado
como controversial en los resultados de la
MIV canina, es la influencia que podría ejer-
cer el estado del ciclo estral de la hembra al
momento de ser obtenidos los ovarios para la
extracción de ovocitos (Evecen et al., 2010;
Chastant-Maillard et al., 2012). Esto se fun-
damenta en las notables variaciones en el
ambiente hormonal de las hembras a través
del ciclo estral. La perra es una hembra
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monoéstrica, no estacional y de ovulación
espontánea, con una a tres ovulaciones por
año, donde cada ciclo estral está constituido
por cuatro etapas o fases: anestro, proestro,
estro y diestro. Hormonalmente el anestro
se caracteriza por la ausencia de actividad
esteroidogénica en los ovarios, el proestro es
la etapa de mayor actividad folicular con un
neto predominio estrogénico, el estro se re-
laciona con una disminución en los niveles
de estrógenos e incremento de progesterona
asociado a la ovulación y presencia de cuer-
pos lúteos y el diestro es la fase de predomi-
nio progestagénico (Concannon, 2011).

Dados los antecedentes, el objetivo del
presente estudio fue obtener y evaluar
morfológicamente ovocitos caninos proceden-
tes de hembras en las diferentes etapas del
ciclo estral y comparar las proporciones de
ovocitos potencialmente aptos para MIV.

MATERIALES Y MÉTODOS

Obtención de Ovarios y Fase del Ciclo
Estral

La investigación se desarrolló en el
Hospital Clínico Veterinario de la Universi-
dad Santo Tomás, Viña del Mar, Chile. Se
ovariohisterectomizaron 30 hembras caninas
adultas (2 a 6 años), clínicamente sanas, con
un peso corporal que fluctuó entre 10 y 30 kg.

En cada hembra se estableció la fase
del ciclo estral mediante citología vaginal y
estudio macroscópico de la superficie de
ambos ovarios, definiendo la presencia o au-
sencia de folículos >5 mm y cuerpos lúteos.
El edema y sangrado vulvar fueron conside-
rados en el diagnóstico del proestro. Se des-
cartaron seis hembras con patologías o alte-
raciones macroscópicas de los ovarios.

Una vez definida la fase del ciclo estral,
se distribuyeron seis hembras por fase. Los
ovarios obtenidos fueron almacenados y
transportados al laboratorio en solución

Dulbecco’s fosfato buffer salino (PBS) en
un frasco estéril.

Obtención de Ovocitos

Los ovarios, luego de la evaluación
macroscópica, fueron trasladados a placas
Petri que contenían solución PBS, para la
obtención de ovocitos mediante cortes de la
corteza ovárica (slicing). Se hicieron cortes
seriados, de aproximadamente 2 mm, en sen-
tido longitudinal y transversal, utilizando ho-
jas de bisturí oftálmico y bajo observación con
lupa estereoscópica (Fujii et al., 1999).

Para mejorar la observación y recolec-
ción de los ovocitos, se agregaron 5 gotas de
eosina al 5% al medio. Cada placa se dejó
sedimentar por 5 min y el sedimento fue di-
luido en otra placa a fin de observar más clara-
mente y recuperar los ovocitos. Estos fueron
recolectados con micropipetas adelgazadas
en uno de sus extremos y conectadas a una
jeringa de 1 ml. Los ovocitos fueron traspa-
sados a otra placa que contenía 4 gotas de
solución PBS para su clasificación.

Clasificación de Ovocitos

Mediante una lupa estereoscópica
(40X) se clasificaron los ovocitos siguiendo
el criterio propuesto por Wood y Wildt (1997),
en el cual se evalúa la integridad/homogenei-
dad del citoplasma y la presencia y número
de capas del cumulus oophorus. Se descri-
ben cuatro categorías: Categoría I (excelen-
te): con citoplasma fácil de identificar, homo-
géneo, oscuro, núcleo esférico y excéntrico,
con cinco o más capas completas de células
de cúmulo; Categoría II (bueno): con cito-
plasma homogéneo y oscuro, núcleo esférico
y excéntrico, con 2 a 4 capas completas de
células de cúmulo; Categoría III (regular): el
citoplasma poco homogéneo, aspecto
vacuolado y de transparencia por fragmen-
tación, y con 1 a 2 capas de células de cúmu-
lo, que pueden estar incompletas; Categoría
IV (pobre): citoplasma heterogéneo, con
transparencia, fragmentación, y no posee
cúmulo o sus células están dispersas. Los
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ovocitos de las categorías I y II se conside-
raron potencialmente aptos para MIV y los
de las categorías III y IV no aptos para MIV.

Análisis Estadístico

Para el análisis estadístico de las cate-
gorías de ovocitos según fase del ciclo estral
se utilizó la prueba de Chi-cuadrado. Se utili-
zó la prueba de rangos múltiples LSD de
Fisher para determinar diferencias entre gru-
pos. Las tasas de recuperación de ovocitos
potencialmente aptos para MIV por hembra
y por fase del ciclo estral se analizaron me-
diante la prueba binominal de proporciones.
En ambos análisis se consideró un valor de
p<0.01 como estadísticamente significativo.
Se utilizó el programa computacional Win
Episcope 2.0.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La evaluación de los ovarios permitió
establecer una fase sin estructuras (anestro),
dos fases con presencia de folículos >5 mm
y sin cuerpos lúteos (proestro-estro) y otra
fase con solo presencia de cuerpos lúteos
(diestro); criterios que concuerdan con Otoi
et al. (2002) y Evecen et al. (2010).

Se registraron 8.3 ± 5.8 y 11.5 ± 2.9
folículos >5 mm en los grupos de proestro y
estro, respectivamente, en tanto que en el
grupo en diestro se registraron 8.6 ± 1.5 cuer-
pos lúteos. La citología vaginal tuvo como
principal característica el predominio de cé-
lulas parabasales en anestro (>60%), equi-
valencia entre células intermedias y superfi-

Cuadro 1. Número y calidad de ovocitos recuperados de 48 ovarios de perras según fase 
del ciclo estral de las perras1 

 

Fase del ciclo 
estral 

Ovocitos para maduración in vitro 
(n) Total de 

ovocitos 
(n) Aptos No aptos 

Anestro 131 a 314 a 445 a 
Proestro 2324 b 837 b 3161 b 

Estro 2688 b 867 b 3555 b 
Diestro 232 a 357 a 589 a 
Total 5375 2375 7750 

a,b Diferentes superíndices dentro de columnas indican diferencias significativas (p<0.01)  
1 Seis perras por fase 

Cuadro 2. Promedio ± desviación estándar de ovocitos potencialmente aptos para 
maduración in vitro obtenidos por perra y por fase del ciclo estral (6 perras por 
fase) 

 
Ovocitos  Anestro Proestro Estro Diestro 

Hembra 21.8 ± 4.0 d 387.3 ± 59.4 b 448.0 ± 52.7 a 38.7 ± 19.2 c 

Fase 74.2 ± 9.2 d 526.8 ± 71.8 b 592.5 ± 53.0 a 98.2 ± 12.7 c 
a,b,c,d  Diferentes superíndices dentro de filas indican diferencias significativas (p<0.01)  
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ciales, y mayor presencia de eritrocitos en
proestro, predominio de células superficiales
en estro (>70%) y predominio de células in-
termedias en diestro, lo cual está de acuerdo
con lo expuesto por otros autores (Feldman y
Nelson, 1996; Concannon, 2011).

Se recolectaron 7750 ovocitos de los
148 ovarios procesados. De estos ovocitos,
5375 (69.4%) fueron clasificados
morfológicamente como potencialmente ap-
tos para MIV y 2375 (30.6%) como no aptos
para MIV (Cuadro 1). No se observaron di-
ferencias en el número de ovocitos recolec-
tados entre los ovarios izquierdo y derecho
en cada fase del ciclo estral.

La mayor cantidad de ovocitos fueron
recuperados en las fases de proestro y estro
(86.6%), destacándose, además, la mayor
proporción de ovocitos aptos para MIV
(93.2%) en estos dos grupos. Por otro lado,
no se encontraron diferencias entre ambas
etapas del ciclo estral. Estos resultados coin-
ciden parcialmente con Williangham-Rocky
et al. (2003), quienes determinaron que las
mayores tasas de MIV para ovocitos cani-
nos se alcanzaron en la fase de estro, situa-
ción que podría explicarse por el estado del
desarrollo folicular, donde predominaron los
folículos pre-ovulatorios en los cuales los fac-
tores de crecimiento u otras vías de señaliza-
ción paracrinas pueden influir en la calidad
de los ovocitos (De los Reyes et al., 2014).
En anestro y diestro solo se recuperó el
13.4% de los ovocitos totales, representando
el 71.7% de los ovocitos clasificados como
no aptos para MIV, concordando con el tra-
bajo de Chastant-Maillard et al. (2012).

El Cuadro 2 muestra la distribución de
ovocitos potencialmente aptos para MIV ob-
tenidos por hembra según fase del ciclo estral.
El mayor número de ovocitos se obtuvo du-
rante la fase de estro (448.0 ± 52.7) y el
menor durante el anestro (21.8 ± 4.0), ha-
biendo diferencias significativas en el núme-
ro de ovocitos por cada fase del ciclo estral.

Al analizar los resultados de las catego-
rías de ovocitos potencialmente aptos para
MIV, utilizando el coeficiente de variación (CV
= media/desviación estándar x 100) como una
medida de dispersión, se encontraron CV de
18.3, 15.3, 11.8 y 49.6% para el anestro,
proestro, estro y diestro, respectivamente,
rangos que fueron comunes para variables
biológicas (Zar, 1999). No obstante, en la fase
de diestro se observó una alta dispersión en
los valores promedios de ovocitos aptos para
MIV, lo que podría deberse a la presencia de
cuerpos lúteos en los ovarios, que dificulta-
ron el proceso de corte de los ovarios, alte-
rando la recolección de ovocitos.

Se concluye que la evaluación
morfológica de los ovocitos permitió estable-
cer que la calidad y cantidad de ovocitos re-
cuperados durante las fases de estro y
proestro del ciclo estral, en términos de su
potencial uso para MIV, fueron mejores y
mayores a los ovocitos obtenidos en el anestro
y diestro.
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