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Resumen

La jalea real (RJ) es un producto de la secreción de las glándulas cefálicas de las

abejas nodrizas que debido a su poderosa composición proteica y antioxidante, se

ha usado en la criopreservación de espermatozoides. En este sentido, esta

investigación evaluó el efecto de la jalea real capacidad fecundante in vitro de

espermatozoides bovinos congelados y vitrificados. Cuatro tratamientos fueron

evaluados según la suplementación con JR (0 [control] y 0,12% p/v) y el tipo de

criopreservación (congelación convencional [CC] y vitrificación [VIT]): CC-JR (n=80

pajuelas); CC-Co (n=80 pajuelas); VIT-JR (n=20 criotubos), y VIT-Co (n=20

criotubos). Cada tratamiento fue evaluado objetivamente su cinemática y la

capacidad fecundante mediante un sistema CASA (SCA®) y fecundación in vitro (200

ovocitos/tratamiento), respectivamente. Los resultados demostraron una mayor

cinemática post-criopreservación (P < 0,05) con los tratamientos de congelación

(CC-JR y CC-Co) que con los de vitrificación (VIT-JR y VIT-Co). El tratamiento de

CC-JR produjo mayores (P<0,05) velocidades curvilínea (VCL) y rectilínea (VSL) y

frecuencia de batida de flagelo (BCF) que el tratamiento CC-Co; mientras que el

tratamiento VIT-JR produjo únicamente una mayor (P<0,05) BCF comparado con su

control VIT-Co. El tratamiento VIT-JR produjo una mayor (P<0,05) tasa (%) de clivaje

que el tratamiento CC-Co (62,9±3,53 vs. 51,7±3,25, respectivamente). Sin embargo,

la tasa (%) de blastocistos a los 7 días posterior a la FIV no difirió (P>0,05) entre

tratamientos: CC-JR: 9,66±2,74; CC-Co: 11,03±2,45; VIT-JR: 8,82±2,54; y VIT-Co=

7,06±2,31). En conclusión, la jalea real mejoró algunos parámetros cinéticos de

espermatozoides después de la congelación, mientras que sólo mejoró la BCF

después de la vitrificación, Además, la JR no produjo ningún efecto sobre la fertilidad

in vitro.

Palabras clave: jalea real, congelación, vitrificación, cinemática, fecundación

in vitro



3

Jorge Leonardo Tamay Siguencia – Grace Fabiola Uzhca Tenesaca

Abstract

Royal jelly (RJ) is a product secreted by the cephalic glands of nurse bees that, due

to its powerful protein and antioxidant composition, has been used in the

cryopreservation of spermatozoa. In this regard, this study evaluated the effect of

royal jelly on the in vitro fertilizing (IVF) ability of frozen and vitrified bovine

spermatozoa. Four treatments were evaluated based on the supplementation with RJ

(0 [control] and 0.12% w/v) and the type of cryopreservation (conventional freezing

[CF] and vitrification [VIT]): CC-JR (n=80 straws); CC-Co (n=80 straws); VIT-JR

(n=20 cryotubes), and VIT-Co (n=20 cryotubes). Each treatment was objectively

evaluated for its kinematics and fertilizing capacity using a CASA system (SCA®)

and in vitro fertilization (200 oocytes/treatment), respectively. The results showed

higher post-cryopreservation kinematics (P < 0.05) with the freezing treatments (CC-

JR and CC-Co) than with the vitrification treatments (VIT-JR and VIT-Co). The CC-RJ

treatment produced higher (P<0.05) curvilinear velocity (VCL) and straight-line

velocity (VSL), and beat cross frequency (BCF) than the CC-Co treatment, while the

VIT-JR treatment only produced higher (P<0.05) BCF compared to its control VIT-Co.

The VIT-JR treatment produced a higher (P<0.05) cleavage rate (%) than the CC-Co

treatment (62.9±3.53 vs. 51.7±3.25, respectively). However, the blastocyst rate (%)

at 7 days after IVF did not differ (P>0.05) among treatments: CC-JR: 9.66±2.74; CC-

Co: 11.03±2.45; VIT-JR: 8.82±2.54; and VIT-Co= 7.06±2.31). In conclusion, royal

jelly improved some kinetic parameters of spermatozoa after freezing, while it only

improved BCF after vitrification. Additionally, RJ had no effect on in vitro fertility.

Keywords: royal jelly, freezing, vitrification, kinematic, in vitro fertilization
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Introducción

La criopreservación de espermatozoides y la inseminación artificial (IA) en el ganado bovino

son dos biotecnologías reproductivas que han permitido mejorar genéticamente la

descendencia de diferentes razas para alcanzar mayores índices productivos y

reproductivos. Las tasas de preñez después de una IA está influenciada, principalmente, por

la criosupervivencia celular y las lesiones criogénicas que sufren los espermatozoides tras la

descongelación (Abd-Allah, 2010). Los principales daños estructurales se producen a nivel

de las membranas plasmática, acrosomal y mitocondrial durante los procesos de

congelación y descongelación, lo que provoca una disminución de la motilidad y capacidad

fecundante de los espermatozoides (Abd-Allah, 2012). De hecho, durante el proceso de

congelación, algunos espermatozoides experimentan un estrés osmótico y un desequilibrio

entre la deshidratación-rehidratación, lo que se traduce en daño estructural y morfométrico

como un encorvamiento del flagelo, aumento de dimensiones y, en consecuencia, un

movimiento circular e indeseable (Yánez-Ortiz et al., 2021). Todos estos efectos deletéreos

propios de la criopreservación resultan lesivos para los espermatozoides bovinos.

El estrés oxidativo provocado en la criopreservación de espermatozoides produce un

desequilibrio entre el sistema de defensa antioxidante celular y la producción de especies de

oxígeno reactivo (ROS). Las ROS incluyen radicales libres de oxígeno, como el radical

hidroxilo (OH-), el anión superóxido (O2-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2). Estos radicales

libres tienden a unirse a la capa lipídica de la membrana plasmática rica en ácidos grasos

poliinsaturados (PUFAs), lo que conduce a una peroxidación lipídica (LPO) de la membrana

y, en efecto, a la muerte celular (Majeed et al., 2015). Entre los efectos resultantes de la

producción de ROS durante la criopreservación se encuentran los cambios que ocurren en

el potencial de membrana mitocondrial de los espermatozoides (Said et al., 2010). En

consecuencia, las ROS desencadenan una disminución de la motilidad, viabilidad y

capacidad fecundante de los espermatozoides criopreservados (El-Sherbiny, 2013).

En este sentido, la suplementación con aditivos antioxidantes a los medios de congelación

puede ser fundamental para aminorar los efectos nocivos de las ROS, mejorar la

crioresistencia y motilidad de los espermatozoides (Moradi et al., 2013).

La jalea real (JR) es un producto natural segregado por las glándulas hipofaríngeas de las

abejas nodrizas (de 4 y 11 días de edad) y que sirve para alimentar a las larvas y a la abeja

reina adulta (Abd-Allah, 2010). Varios estudios analíticos y farmacológicos han demostrado

los beneficios de JR, que incluyen efectos antioxidantes y protectores celulares

(Maghsoudlou et al., 2019). Aunque existe información limitada sobre su efecto positivo en la
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criopreservación de espermatozoides de rumiantes, roedores y humanos, sus efectos

benéficos pueden potencializarse en diferentes diluyentes (Abd-Allah, 2012).

Se cree que el efecto crioprotector de la JR ejercida a los espermatozoides se debe a su

composición: aminoácidos (ácido aspártico, cisteína, lisina, valina), vitaminas (C, B y E) y

sales minerales (Na, K, Ca, Mg) (Maghsoudlou et al., 2019). Además, se ha atribuido un

efecto antioxidante de la JR debido a su gran composición en vitamina “E” y “C”, y su

capacidad de eliminar los radicales libres (Shahzad et al., 2016). Por otro lado, se ha

determinado que la JR mejora el proceso de capacitación espermática en conjunción con el

calcio y la enzima calpaina. La interacción de estos componentes y la reacción con la

adenosina y el adenosin monofosfato (AMP) provoca una estimulación de la motilidad ya

que inhibe el AMPc (cíclico) a nivel de la cola del espermatozoide y estimula la fosforilación

(Amini et al., 2019).

Se han desarrollado algunos trabajos sobre los efectos crioprotector y antioxidante de la JR

en la criopreservación de espermatozoides de búfalo (Abd-Allah, 2012; Shahzad et al.,

2016), conejo (El-Sherbiny, 2013), carnero (Amini et al., 2019; Moradi et al., 2013) y macho

cabrío (Alcay et al., 2017). En toros; sin embargo, se realizaron dos estudios precursores. El

primer estudio detallado por Guanga et al. (2022) evaluaron la dosis más idónea de JR

suplementada a dos diluyentes, un sintético TCG (tris, ácido, cítrico, glucosa + 6% yema de

huevo) y otro de base no sintética ‘UHT’ (leche desnatada + 6% yema de huevo) sobre la

motilidad y cinemática de espermatozoides de toro durante 96 horas de refrigeración. Los

autores sugirieron que una dosis baja de 0,2% (comparada con 0 [control]; 0,4; 0,6; 0,8; y

1%) de JR suplementada a los diluyentes TCG y UHT (v/v), tuvo un efecto positivo en las

variables cinemáticas. Un segundo estudio consecutivo realizado por Galarza-Álvarez et al.,

(2022) evaluaron el efecto de la suplementación con 0,2 % de la JR a los medios de

congelación (TCG + 5% glicerol) y de vitrificación (TCG + 100 mM de sacarosa) sobre la

criosupervivencia de espermatozoides de toro. Los autores demostraron que la JR mejoró la

cinemática del esperma bovino congelado (en pajuelas de 0,5 ml y usando 5% de glicerol

como agente crioprotector penetrante) y vitrificado (en gotas de 30 µL usando 100 mM de

sacarosa como agente crioprotector no penetrante). Además, determinaron que la JR ejerció

un efecto crioprotector de la membrana plasmática durante la vitrificación.

En base a estos dos estudios previos, nosotros nos planteamos la hipótesis de que la

suplementación con 0,2% de jalea real a estos diluyentes de congelación y vitrificación

podrían mejorar la fertilidad in vitro valorada en la tasa de ovocitos fecundados (in vitro) y

que en su desarrollo embrionario lleguen hasta la etapa de blastocistos.
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1. Objetivos

1.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la jalea real sobre la capacidad fecundante in vitro de espermatozoides

congelados y vitrificados.

1.2. Objetivo específicos

 Evaluar la cinemática espermática de espermatozoides bovinos congelados y

vitrificados con jalea real.

 Evaluar la capacidad fecundante de espermatozoides bovinos congelados y

vitrificados con jalea real sobre la interacción espermatozoides-ovocitos, clivaje y

formación de embriones.
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2. Revisión de literatura
2.1. Criopreservación del semen bovino

La criopreservación de semen es una técnica que inicia desde 1776, cuando al científico

italiano Lazzaro Spallanzani le dio por someter el esperma a las frías temperaturas de la

nieve. Pero no fue hasta el año 1940 que se superaron las fallas anteriormente observadas,

tanto en el proceso de criopreservación como en el almacenamiento del semen, lo que les

ocasionaba una marcada reducción de la fertilidad (Forero-Gonzalez et al., 2012).

La criopreservación es una herramienta tecnológica que fue creada con el interés de

almacenar y transportar en pequeñas dosis buenas concentraciones de espermatozoides de

animales domésticos y utilizarlo por largos periodos de tiempo en inseminaciones artificiales

u otras tecnologías reproductivas avanzadas; todo esto sin que existan pérdidas ni

alteraciones en sus estructuras y funciones al momento de congelar o vitrificar y

descongelar o calentar (Celeghini et al., 2008). El principal objetivo de la criopreservación es

conservar la viabilidad y funcionalidad de las células espermáticas expuestas a

temperaturas extremadamente bajas (-0) disminuyendo o frenando su actividad metabólica.

Sin embargo la crioconservación puede dañar la calidad del esperma y alterar o reducir su

funcionalidad (Watson, 1995).

Para contrarrestar o disminuir las alteraciones que se presentaban durante el proceso de

crioconservación. En 1940, Phillips & Lardy probaron la yema de huevo como agente

crioprotector, donde obtuvieron buenos resultados impulsando su uso en la industria del

semen bovino. Años después otros investigadores demostraron que al utilizar el glicerol

como crioprotector, se podía mantener la motilidad de los espermatozoides durante la

congelación y descongelación (Polge et al., 1949).

Posteriormente, existen investigaciones que han ido probando un sin número de sustancias

para evaluar su capacidad crioprotectora sobre los espermatozoides, las cuales han logrado

grandes avances, como la adición de antibióticos y citrato de sodio al diluyente, medios

adicionados con el afán de que al terminar el proceso de criopreservación la supervivencia

de las células espermáticas sean más altas (Grötter et al., 2019).

Además, en 1955 se modificó el método de envasado y congelación del esperma

comenzando a utilizar el nitrógeno líquido para el almacenamiento del semen, quedando

atrás el uso del dióxido de carbono (Salisbury et al., 1941). Almquist et al., concluyen que

la supervivencia de las células espermáticas en el proceso de criopreservación está

influenciada mucho más por la descongelación que por la misma congelación.
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2.1.1. Congelación

El proceso de la criopreservación, se realiza a través de la elaboración de hielo y el

congelamiento celular, provocándose una deshidratación o estrés osmótico. Pero estos

factores van a depender mucho de la velocidad de enfriamiento. Al formarse el hielo fuera

de la célula, se altera el equilibrio isotónico, esto debido a la gran concentración de solutos

que hay en el medio extra celular y mientras que en el interior de la célula no se produce

ningún cambio. Debido a que existe esta diferencia de concentraciones entre los espacios y

gracias a la semipermeabilidad de la membrana se crea una gradiente de concentración de

solutos que producen una mayor presión para el espacio con menor concentración.

Entonces el agua del interior se evacua al exterior, para luego convertirse en hielo extra

celular provocando deshidratación celular. El grado de deshidratación va a depender mucho

de la velocidad de enfriamiento, puesto que, si la velocidad es extremadamente rápida, el

agua intracelular no alcanzaría a salir por completo produciéndose lo que llamamos cristales

de hielo intracelulares (golpe de frío). Por el contrario, si la velocidad de enfriamiento es muy

lenta la deshidratación será muy severa produciéndose una reducción del tamaño o forma

original de la célula lo que le llevará a provocar deformaciones mecánicas (daño por frío).

Para asegurar la mayor supervivencia de espermatozoides post-descongelación, debemos

utilizar una velocidad óptima de enfriamiento y un buen agente crioprotector que facilite un

adecuado transporte de agua.

2.1.2. Vitrificación

Desde hace pocos años atrás, la vitrificación se ha convertido en el método ideal para

mitigar los problemas que ocurrían con los antiguos métodos de congelación, ideal por la

razón de que no solo es un método mucho más rápido y barato, sino también porque

previene la formación de hielo intracelular, evita la toxicidad del crioprotector y reduce el

estrés osmótico (Arav et al., 2002). Esto se debe, a que este método no requiere de una

manipulación prolongada, solamente se le pone en contacto a las dosis espermáticas

directamente con el nitrógeno líquido, produciéndose así una congelación rápida, que evita

las lesiones causadas por el choque de frio y disminuye significativamente la formación de

cristales de hielo (Isachenko et al., 2003).

Sin embargo, aunque la vitrificación brinde estas grandes ventajas, la utilización de este

método en centros bovinos de inseminación artificial es demasiada baja. Esto a pesar de

que varios estudios demostraron mejor funcionalidad espermática con el método de

vitrificación que con el método convencional, observando una mayor cantidad de
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espermatozoides móviles que mantenían intacta su función mitocondrial e integridad del

ADN (Gautam et al., 2015).

2.1.3. Criocapacitación

Además de las células que se dañan o mueren durante el enfriamiento y congelación, otra

parte es inducida al fenómeno llamado “criocapacitación”, que produce espermatozoides con

una vida útil más corta, lo que reduce inevitablemente la eficiencia general de la fertilización

de la muestra espermática (Bailey et al., 2000). Sin embargo esta subpoblación

criopreservada, tiene un alto porcentaje de espermatozoides capacitados, razón por la cual

se ha observado mediante procesos de fertilización in vitro, a espermatozoides

criopreservados de algunos toros, fecundar ovocitos incluso sin la presencia de heparina,

medio que es estrictamente necesario para estimular la capacitación in vitro (Cormier et al.,

1997). Esto podría explicarse por el aumento de la permeabilidad de la membrana

espermática, debido al reordenamiento de los lípidos que es provocado durante los

procesos de enfriamiento, congelación y descongelación. Es decir este aumento de la

permeabilidad de membrana ocasiona la capacitación previa espermática, debido a la salida

del colesterol hacia al medio extracelular que permite la entrada de iones como el calcio,

entonces al elevarse la concentración de Ca dentro de la célula, puede ser estimulo

suficiente para que se empiece una prematura capacitación de los espermatozoides, sin la

necesidad de la presencia de la heparina en el medio de fertilización (White, 1993).

Otro efecto que puede suceder en el proceso de criopreservación es la disminución de la

integridad funcional y estructural del espermatozoide, provocado por la generación del ROS

o estrés oxidativo. Esto sucede por la aparición de radicales libres, que tienen un efecto

tóxico, como resultado de una excesiva producción de metabolitos de oxígeno. Estos

radicales pueden afectar la motilidad, la activación de enzimas y daña la membrana

espermática (Baumber et al., 2005).

2.1.4. Agentes crioprotectores

Los daños celulares originados durante el proceso de congelación-descongelación están

amortiguados mediante la incorporación al diluyente de agentes crioprotectores, estos

pueden ser de dos tipos, agentes penetrantes (ACP) y no penetrantes ACNP). Los ACP

provocan una deshidratación eficiente de la célula cuando se usa velocidades de

enfriamiento inicialmente bajas (Ej. 5ºC/min); esta deshidratación eficiente se debe al bajo

peso molecular de estos ACP (Jeyendran & Graham, 1980). Uno de los ACP más usados

para criopreservar espermatozoides bovinos es el glicerol. Y los no penetrantes, como su
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nombre lo indica no ingresan a la célula, sino por medio de la diferencia osmótica

contribuyen a la extracción del agua intracelular cuando se utilizan velocidades altas de

enfriamiento, todo esto debido a su alto peso molecular y un ejemplar común de este grupo

es la sacarosa (Pickett et al., 1978).

Hay que aclarar que el verdadero problema desafiante para los espermatozoides, no está en

resistir el almacenamiento a la temperatura del nitrógeno líquido sino está en la capacidad

que estas tienen para resistir en la etapa intermedia entrando a temperaturas entre -15 y -60

grados centígrados 2 veces, es decir tanto en el proceso de congelación como en el proceso

de descongelación (Sieme et al., 2016).

Arav in 1999, presentó un nuevo método de congelación llamado “Multi-Termal-Gradient”,

con el cual se evita la formación de cristales de hielo dentro y fuera de la célula, esto

mediante una congelación direccional, que se enfoca en la trasmisión multidireccional de

calor, que ayuda a tener cierto control sobre la velocidad de propagación de la corriente de

frío. Además los resultados que se obtuvieron en cuanto a términos de motilidad, viabilidad y

tasas de concepción fueron mejores en comparación con el método convencional.

Es importante mencionar que mientras los niveles de concentración de ácidos grasos

poliinsaturados y de colesterol en la composición de las membranas de los espermatozoides

sean más altas, adquieren una mayor capacidad resistente al choque térmico (Gacitua &

Arav, 2005). Esto se pudo comprobar, al comparar espermatozoides de diferentes especies,

presentando mayor resistencia los espermatozoides de origen humano y de los conejos, lo

cual se atribuye a las altas concentraciones de estos componentes. Por esta razón el grado

del daño sufrido por las diferentes velocidades de enfriamiento será determinado por

aquellas características mencionadas. Esto se debe a la buena interacción entre las

proteínas con los lípidos que se encuentra presentes en buenas concentraciones en la

composición de las membranas espermáticas, entonces las proteínas van actuar de manera

eficiente como enzimas, receptores o canales iónicos para así lograr el funcionamiento

eficaz de las membranas en el punto crítico de la congelación (Jeyendran & Graham, 1980).

La presencia de una reducción en el metabolismo del espermatozoide, alteraciones en la

permeabilidad de la membrana espermática, pérdida completa de la motilidad, perdida de

componentes intracelulares y la presencia de un elevado número de espermatozoides

muertos son indicadores propios del daño causado por el choque de frío, daños que influyen

directamente sobre la viabilidad y fertilidad espermática (Saragusty et al., 2009).
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2.1.5. Diluyentes

El objetivo principal del uso de diluyentes es brindar la protección suficiente a los

espermatozoides durante los procesos adversos en el momento del refrigerado,

congelamiento y descongelamiento. Estos componentes no deben ser tóxicos para los

espermatozoides, deben ser muy hidrosolubles, tener la propiedad amortiguadora que evite

los cambios de pH y suministrar nutrientes para el metabolismo espermático, además estos

compuestos pueden tener la capacidad de evitar el crecimiento bacteriano, sin alterarse en

el almacenamiento. Es decir, el diluyente debe ser capaz de mantener o mejorar la calidad

espermática.

2.1.6. Antioxidantes

Un antioxidante se define como una sustancia que cuando está presente en bajas

concentraciones, en comparación con un sustrato oxidable, reduce o inhibe

significativamente la oxidación de dicho sustrato. Los antioxidantes se usan como aditivos

de los medios diluyentes durante el proceso de criopreservación, para aumentar el éxito del

protocolo y obtener mejores tasas de motilidad y fertilidad espermática (Rodríguez & Nivia,

2017). En células espermáticas son usados para mitigar los efectos de la criopreservación y

adicionalmente retardar o prevenir la oxidación de la membrana lipídica causada por

radicales libres, los cuales se producen en la mitocondria a través de la nicotinamida

adenina dinucleótido (NAD) dependiente de la vía oxidoreductasa y en la misma membrana

a través de nicotinamida adenina di-nucleótido fosfatasa (NADP+) dependiente del sistema

oxidasa, durante el proceso de congelación y descongelación (Olfati Karaji et al., 2014;

Serhat et al., 2014).

A los antioxidantes se les puede clasificar en 2 grupos:

a. Antioxidantes enzimáticos o naturales, que serían las enzimas encargadas del sistema

de defensa antioxidante natural del esperma.

b. Antioxidantes no enzimáticos, sintéticos o suplementados, entre los más comunes está

el ácido ascórbico, vitamina E, carotenoides, entre otros. (Kefer et al., 2009).

2.1.6.1. TRIS (hydroxymetil amino metano)

El TRIS es uno de los principales componentes más utilizados en los procesos de

almacenamiento de semen, este agente de dilución posee sustancias iónicas o no iónicas
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que conservan la osmolaridad del medio. El uso de concentraciones de 10 - 50 mm no

afecta negativamente la motilidad y el metabolismo de la célula.

2.1.7. Jalea real

La Jalea Real es una sustancia producida por las abejas obreras por medio de sus

glándulas hipofaríngeas y mandibulares, que sirven para alimentar específicamente a las

larvas jóvenes y sobre todo a la abeja reina adulta. Esta sustancia es 60-70% agua pero su

parte seca es muy rica en proteínas, aminoácidos, hormonas, lípidos y azúcares (Howe et

al., 1985). Pero también contiene cierta cantidad de enzimas, vitaminas como la A, B, C, D,

y E, algunas con acción antioxidante; y ciertos minerales importantes como el K, Ca, Na, Zn,

Fe, Cu y Mn. Además contiene grandes cantidades de ácidos nucleicos (ADN y ARN); y un

sin número de compuestos importantes como esteroles, compuestos de fósforo y acetil

colina, los cuales son muy necesarios para la trasmisión del impulso nervioso de célula tras

célula (Anil et al., 2016). Como es una sustancia con un alto porcentaje de contenido de

agua, es de suma importancia mantenerle en refrigeración para su buena conservación,

evitar alteraciones y que no pierda su valor nutricional (Abd-Allah, 2010).

Al ser una sustancia compuesta por varios elementos, ésta posee una gran variedad de

propiedades y funciones benéficas, razón por la cual ha sido utilizada durante siglos por sus

extraordinarios efectos sobre la salud y su uso se ha ido incrementando en los últimos años

en varios campos de la industria, debido a los buenos resultados que han obtenido en la

mayoría de las investigaciones al usar la jalea real para distintos objetivos (Zheng et al.,

2011).

La jalea real se ha reconocido como un excelente suplemento dietético. Varios estudios

analíticos y farmacológicos dieron a conocer una amplia gama de actividades biológicas,

sobre todo propiedades como antioxidantes y protectores celulares (Sabatini, 2009). Sanafi

(2007) demostró, que la jalea real es una alternativa segura y eficaz como tratamiento para

la infertilidad masculina, esto mediante un estudio de tres meses de tratamiento con jalea

real a hombres infértiles, los cuales presentaron un incremento significativo en la motilidad

activa de los espermatozoides y en la concentración de espermatozoides.

En un estudio reciente se demostró el efecto beneficioso en la fertilidad masculina en

ratones al suplementarlos con jale real. Otro estudio evaluó la adición de la jalea real al

diluyente de congelación del semen de búfalo, obteniendo como resultado una mejora en la

calidad del esperma congelado-descongelado (Abd-Allah, 2012).
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Moradi et al., (2013), sugiere que la suplementación de jalea real fresca en concentraciones

bajas en el diluyente del semen de carnero, mejora la motilidad espermática y la integridad

de la membrana, durante el proceso de almacenamiento a temperaturas frías. Años

después, Alcay et at., en 2017 también demostraron mejoría en cuanto a los parámetros

espermáticos a las 6 horas de incubación en carneros machos, esto al suplementar con

jalea real el diluyente de congelación. La jalea real se ha convertido en uno de los productos

apícolas más estudiados en la actualidad, aunque todavía queda mucho por revelar sobre

su bioquímica y actividad biológica en futuras investigaciones.

2.2. Evaluación del semen

Una de las ventajas que tiene los ganaderos al utilizar la inseminación artificial en su

ganado, es que solo se usa semen de la mejor calidad, debido a la previas evaluaciones

iniciales que se le realiza a la muestra espermática, de cada eyaculado se mide su volumen

y concentración espermática para obtener un número aproximado de espermatozoides

recolectados (Salisbury et al., 1943). También se le realiza una evaluación visual de una

pequeña muestra de espermatozoides para poder observar su motilidad progresiva. Estas

evaluaciones previas al procesamiento son muy necesarias para poder conocer información

importante sobre la aptitud del eyaculado, el rendimiento reproductivo del ejemplar y el

número de dosis que va a producir cada colecta.

William en 1920, fue el responsable de reportar los criterios morfológicos para evaluar los

espermatozoides, por lo tanto, las muestras deben tener ≥ al 65% de células normales para

poder ser procesadas. En la década de 1960, se volvió posible la clasificación de

espermatozoides, gracias al desarrollo de la citometría de flujo, que dio la posibilidad de

clasificar, contar y evaluar a estas células, dando un gran impulso a los centros de

procesamiento de semen, para obtener mejor control de la calidad del esperma y poder

clasificar a los espermatozoides de acuerdo al sexo establecido (Dittrich & Göhde, 1973).

La combinación de la citometría de flujo con la tinción de esperma, permite evaluar varios

criterios importantes que definen la calidad del esperma, criterios como la integridad de la

membrana, el estado del acrosoma, la energía y la integridad del ADN espermático (Garner

et al., 1986).

Los investigadores Lui y Warme (1977), desarrollaron el análisis de esperma computarizado,

que consta de sistemas que proporcionan una medición objetiva de la velocidad de los

espermatozoides y ayudan a determinar el porcentaje de células de la muestra con motilidad

total y progresiva. No obstante, hoy en día, existen sistemas con la posibilidad de valorar la
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morfología de los espermatozoides. Sin embargo, a pesar de contar con estas ventajas de

evaluar dichas características que competen la calidad del semen, la prueba definitiva

siempre será la fertilidad.

2.2.1. Sistema CASA (Computer Assisted Semen Analysis)

La motilidad espermática es considerada una de las características principales que puede

determinar la capacidad fertilizante del espermatozoide (Rodríguez-Martínez, 2006), razón

por cual la evaluación de la motilidad antes del proceso de la criopreservación es muy

importante para predecir en cierta manera la calidad del esperma post-descongelación

(Soler et al., 2017).

Los resultados de la evaluación espermática que se han obtenido con los métodos rutinarios,

no siempre se correlacionan positivamente con la fertilidad, generalmente estos pueden ser

subjetivos y con cierta variabilidad (Rijsselaere et al., 2012). La diferente experticia de cada

técnico, puede llevar a una mayor incidencia de errores sistemáticos, cuando realizamos

una evaluación de la motilidad subjetiva (Januskauskas et al., 1999). Por el contrario, el

análisis espermático asistido por el sistema CASA, permite una evaluación semiautomática

de una mayor cantidad de células espermáticas y en un menor tiempo (Verstegen et al.,

2002).

La introducción del sistema CASA por primera vez fue en el año 1980 y con el pasar de los

años se ha ido mejorando, desde el análisis de microfotografías hasta llegar a los métodos

semiautomatizados que se utilizan hoy en día. Cellsoft y Hamilton Thorn fueron los primeros

sistemas semiautomáticos disponibles para la evaluación espermática por análisis de

sistemas (Katila, 2001).

Este sistema computarizado es una herramienta innovadora práctica, que nace con la

objetividad de mejorar el análisis de la motilidad espermática, reconstruyendo la trayectoria

de los espermatozoides y los divide en diferentes categorías, proporcionando resultados

más detallados para realizar una mejor evaluación de la calidad y la fertilidad de la muestra

de esperma. Mortimer, (2000), fue el responsable de describir varios parámetros

cinemáticos que mediante la evaluación computarizada del sistema CASA nos proporciona

valores específicos de cada uno. Los diferentes valores de cada parámetro ayudan a

determinar el estado fisiológico y la probabilidad de la capacidad fecundante del

espermatozoide y por ende estimar la fertilidad del toro (Farrell et al., 1998).

La determinación de subpoblaciones es otro método que nos ayuda a diferenciar los

distintos tipos de espermatozoides, que se distinguen a través del análisis de
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conglomerados. La presencia de estas subpoblaciones demuestran las diferencias en la

morfología, motilidad, longevidad y hasta en su capacidad fecundante (Amann & Waberski,

2014).

Aunque todavía existen ciertas dificultades o factores por resolver antes del uso de este

sistema, que pueden alterar los resultados que da el CASA (Mortimer, 1997). La preparación

de la muestra antes del análisis es un factor muy importante, controlar ciertos criterios que

son cruciales para una buena interpretación por parte del CASA, criterios importantes como

la concentración, el volumen de la muestra, el tipo de cámara de recuento, la temperatura y

el tipo de diluyente (Carrell & Aston, 2013). Realizar la dilución de la muestra es sumamente

importante, ya que la concentración original de la muestra espermática es demasiado alta y

no permite una buena interpretación de la ruta de cada espermatozoide (Verstegen et al.,

2002).

Kathiravan et al., (2011) consideran que el sistema CASA en comparación con la evaluación

subjetiva, es una herramienta más confiable y precisa, para el análisis de motilidad de una

muestra espermática y poder determinar su fertilidad. Sin embargo, una desventaja para su

uso es la poca disponibilidad en los laboratorios debido a su costo muy alto. También se

menciona que no existen pruebas de rendimiento antes de la compra, por parte de los

diferentes proveedores de este sistema, es decir estudios que prueben la precisión y la

repetibilidad independientemente y comparando entre los diferentes sistemas CASA

(Feitsma et al., 2011).

2.3. Capacidad fecundante in vitro de espermatozoides bovinos

La fecundación in vitro (FIV) es una de las nuevas biotecnologías reproductivas, que se

va desarrollando hoy en día sobre todo en animales de producción, obteniendo excelentes

resultados. Esta técnica también se ha empleado para la producción de miles de embriones

utilizados para la investigación. La maduración de ovocitos y el cultivo de embriones fueron

técnicas fundamentales para la clonación por transferencia nuclear de células somáticas y la

generación de ganado productor de proteínas farmacéuticas en su leche. Una técnica de

excelencia utilizada en la reproducción humana asistida, es la fecundación in vitro a través

de la inyección intracitoplasmática de espermatozoides, técnica que resulta ser muy factible

para emplearla en el ganado bovino (Farin et al., 2006).

2.3.1. Etapas de la FIV
2.3.1.1. Maduración in vitro (MIV)
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La MIV es el proceso contiguo a la extracción de los COC's y se considera el proceso

mediante el cual los gametos femeninos adquieren la competencia para ser fecundados.

Esto se debe a que los óvulos recolectados proceden de folículos de poco desarrollo, en

fases iniciales de la onda folicular, con tamaños entre 2 y 8 mm (Salgado Cruz & Lopera

Vásquez, 2020). Cuando los ovocitos son aspirados desde los folículos terciarios reanudan

espontáneamente la meiosis y al ser cultivados in vitro continúan con los procesos de

maduración. De este modo la composición de los medios y el ambiente controlado por

estufas de cultivo, deben brindar un ambiente adecuado para que la maduración ocurra en

24hs de un modo similar a lo que sucede in vivo durante más de dos ciclos estrales en el

bovino. Las condiciones utilizadas en la mayoría de los laboratorios para lograr este

ambiente, involucra el uso de medios de cultivo tales como el TCM-199 suplementado con

hormonas (LH, FSH, estradiol, etc.), antioxidantes (glutatión, cisteamina, cistina), factores de

crecimiento y macromoléculas (suero, albumina), en una atmósfera de 5% CO2 a 38,5°C y

humedad a saturación (Peláez, 2011).

Estos gametos, durante la MIV, logran finalizar su desarrollo y llegar al estadio de Metafase

dos (MII), donde adquieren su competencia citoplasmática y genética, pasando desde la

reacomodación de sus túbulos hasta la pérdida de un juego de cromosomas (haploides). Al

ser un proceso secuencial, el éxito de los procesos siguientes (fecundación y desarrollo

embrionario) depende en gran parte del desarrollo de los ovocitos madurados in vitro

La eficacia de la MIV puede verse afectada por factores como: la recolección de los gametos,

el método de recolección de los COC's, la temperatura del transporte, en donde

temperaturas demasiado altas o muy bajas afectan la competencia ovocitaria, el tiempo de

recolección y de transporte de los COC's desde la colecta al laboratorio, en donde tiempos

muy altos de procesamiento afectan la viabilidad de los COC's, su estadio de desarrollo, en

donde óvulos ya maduros además de ser incompetentes para el proceso de MIV, afectan el

rendimiento del lote, el tiempo de maduración (22-24 horas), la composición del medio de

maduración y suplementos utilizados, y cambios en la osmolaridad, pH, y uso de o

aminoácidos (Salgado Cruz & Lopera Vásquez, 2020; Smetanina et al., 2014)

La suplementación de estos medios de maduración pasa por diferentes sustancias en

función del protocolo que se esté implementando. Los principales suplementos en orden de

importancia son el suero fetal bovino (FCS), la albúmina sérica bovina (BSA), factores de

crecimiento (IGF y EGF), y hormonas como FSH y LH (Sanbuissho & Threlfall, 1990). Tras

el proceso de maduración, los aspectos de evaluación morfológica más evidentes son la
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expansión de las células del cúmulos y la expulsión del primer corpúsculo polar confirmando

el estado de Metafase II (Larsen et al., 1991).

2.3.1.2. Fecundación in vitro (FIV)

Una vez transcurrido la MIV, los COC's entran en contacto con los espermatozoides

(fecundación propiamente dicha) para la FIV. Este proceso engloba varios eventos

relacionados con la manipulación de los gametos masculinos y femeninos. Entre los eventos

fisiológicos que ocurren en este periodo se encuentran la capacitación y penetración de los

espermatozoides, la unión de los gametos y la formación de los pronúcleos. Un paso

esencial es la selección de los espermatozoides más motiles y de mejor condición, en donde

además se retiran sustancias no deseadas en el sistema de cultivo como diluyentes y

crioprotectores (John J. Parrish, 2014). Entre las técnicas de selección espermática más

usadas se encuentran las de migración, como el Swim-Up, y las de lavado selectivo de

subpoblaciones a través de centrifugación de gradientes de densidad como el Percoll y el

Bovipure (Samardzija et al., 2006). Existen otras técnicas reportadas menos usadas como la

migración a través de columnas de ácido hialurónico (Witt et al., 2016) y de moco cervical

(Galli et al., 1991).

Los Gradientes de Densidad buscan separar los espermatozoides motiles y viables por

medio de la sedimentación-centrifugación. Las células son sedimentadas en un gradiente

que se encuentra en equilibrio equivalente con su propia densidad, lo que permite que,

mediante la centrifugación, los espermatozoides motiles y viables lleguen al fondo del tubo

cónico formando un "pellet", actuando en forma de filtro para el plasma seminal, células

redondas, detritos espermatozoides no motiles, diluyentes y crioprotectores (Oliveira et al.,

2012). Estos gradientes pueden ser continuos (Ficoll) (Palomo et al., 1999) o discontinuos

(Percoll, Bovipure, Puresperm) (Samardzija et al., 2006). Los dos últimos son a base de

silicio coloidal y generalmente se utilizan concentraciones de 45 y 90% o 30, 45 y 90%

(García-Herreros & Leal, 2014), diluidas en medios inertes o de capacitación, y el tiempo de

centrifugación es variable según el protocolo (5-20 min) (Arias et al., 2017).

El proceso de capacitación espermática se desarrolla en condiciones fisiológicas (Hunter,

2012), proceso que en condiciones in vitro se procura realizar durante la selección y

fecundación propiamente dicha (John J. Parrish, 2014). Este proceso favorece cambios

estructurales en el espermatozoide, mediado por sustancias llamadas "capacitantes" que

promueven cambios estructurales y bioquímicos que conducen la eliminación de
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componentes adheridos a la membrana del espermatozoide, cambio de la composición

lipídica de la membrana espermática, aumento de la permeabilidad a los iones Ca2+,

cambio en el pH interno y un incremento en la permeabilidad y metabolismo celular (Stival et

al., 2016) para lograr una correcta penetración y fusión al ovocito.

Tras la selección espermática se determina la concentración, que permite conocer y ajustar

la cantidad de espermatozoides que serán colocados con los ovocitos maduros. El conteo

se realiza con hemocitómetro o cámara de Thoma (Anzar et al., 2009), y el ajuste suele

realizarse a dosis que varían entre 1 y 6x106 espermatozoides/ml de medio de fecundación,

dependiendo del protocolo utilizado (Mohanty et al., 2018). Tras la adición de los

espermatozoides al medio de fertilización con los óvulos previamente ubicados, se consolida

el cocultivo con los óvulos y espermatozoides en medio de fertilización, por periodos entre

18 y 22 horas en ambiente de alta humedad y protegidos de la luz (J. J Parrish et al., 1988).

Para el desarrollo de la FIV se utilizan medios como el TALP, el TCM-199 o el SOF

(Mastromonaco et al., 2004), los cuales pueden ir suplementados por distintos componentes,

como células oviductales (Yang et al., 1994), células del cúmulus (Chian et al., 1995), BSA

(libre de ácidos grasos), heparina (John J. Parrish, 2014)

2.3.1.3. Cultivo in vitro

Trascurrido el tiempo de la fertilización, los presuntos cigotos se retiran del medio de la

fertilización in vitro. En primer lugar, se retiran las células de cúmulus adyacentes y luego se

les clasifican. Finalmente, los cigotos denudados y los de mejor calidad pasan al sistema de

cultivo (Lenz et al., 1983). La remoción de las células del cúmulus se puede realizar a través

de pipeteo fino, con el uso de hialuronidasa, o a través de vórtex (agitación) a los presuntos

cigotos (Gordon, 2003). La clasificación de los presuntos cigotos se hace siguiendo el

criterio de clasificación ovocitaria para citoplasma, buscando eliminar estructuras con

citoplasmas claros u oscuros, en estado de apoptosis o degenerados (Van Soom et al.,

2003).

El cultivo embrionario se puede definir como el periodo en el cual se desarrollan las

estructuras desde presuntos cigotos hasta blastocistos. Este periodo está comprendido

entre el día 1 y el día 7 del desarrollo embrionario. El medio de cultivo es un aspecto

fundamental en el cultivo embrionario, ya que este debe proporcionar condiciones óptimas

para el desarrollo del embrión (Salgado Cruz & Lopera Vásquez, 2020). El medio de cultivo

definido más utilizado en bovinos es el fluido oviductal sintético (SOF), que basa su

composición en el fluido del oviducto bovino y es considerado es uno de los que mejor

asemeja las condiciones de cultivo en condiciones fisiológicas (Holm et al., 1999). En
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general, los medios están compuestos por sales inorgánicas (NaCl, KCl), fuentes

energéticas (glucosa, piruvato y lactato 3 de sodio), amortiguadores de pH (NaHCO) y en

algunas oportunidades de fuentes proteicas (suplementos) como la BSA (Palasz et al.,

2006).

La valoración del desarrollo y la calidad embrionaria son puntos álgidos para conocer la

eficiencia y calidad de los sistemas de maduración, fecundación y cultivo. Este se puede

realizar al día 2 o 3 de haber realizado la fertilización (estadios de 2-4 o más células)

denominado tasa de división o cleavage (clivaje) (Van Soom et al., 2003), al día 5 o 6

(mórulas o mórulas compactas) denominado previsión, y día 7 (blastocistos) o desarrollo

embrionario (Maddox-Hyttel et al., 2019) con el fin de producir y seleccionar los embriones

con las mejores cualidades a transferir buscando obtener el mayor número de gestaciones.

La calidad del embrión es un aspecto importante que refleja la eficiencia y desarrollo de los

procesos embrionarios (Salgado Cruz & Lopera Vásquez, 2020).

3. Materiales y métodos
3.1. Materiales
3.1.1. Materiales Físicos y de Laboratorio

 Termo para la recolección y transporte de ovarios

 Guantes

 Mascarillas

 Papel secante

 Jeringas 10 ml

 Termómetro

 Tijeras

 Envases de vidrio

 Papel aluminio

 Estufa triple gas (Memmert, IC050, Alemania)

 Estufa de CO2 (Memmert, INC 108, Alemania)

 Cámara de Flujo Laminar

 Balanza de precisión (Boeco, Bas 31 plus, Alemania)

 Puntas de pipetas automáticas (blancas, amarillas, azules)

 Pipetas automáticas de 0 – 20 µl, 20 – 200 µl y de 200 – 1000 µl (Boeco®,

Alemania)
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 Microscopio de contraste de fases y fluorescencia (Nikon Eclipse Ci-E, contraste

de fase negativo [Ph1] con filtro verde; Nikon Instruments, Inc., Nueva York).

 Microcentrífuga (Hettich, Mikro 200, Alemania)

 Sistema CASA, (Sperm Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018, version 6.4.0,

software. Microptic S.L., Barcelona, España).

 Osmómetro (Löser, typ 15, Alemania)

 Baño María (Memmert, W350, Alemania)

 Dispositivo de calentamiento (STC-3008, de elaboración artesanal, no patentado)

 Cajas cuadriculadas para búsqueda

 Cubre objetos largos

 Baño María

 Platina térmica

 Cámara de Trisgas

 Pinzas

 Guantes de nitrilo

 Tubos Falcón de 15 ml

 Tubos Eppendorf de 1,5 ml

 Cajas Petri de 90

 Cajas nuck

3.1.2. Materiales biológicos

 Ovarios de vacas

 Espermatozoides de toro previamente congelados con y sin JR

 Espermatozoides de toro previamente vitrificados con y sin JR

3.1.3. Reactivos

 Medio de Maduración in vitro (MIV)

 Medio de Fecundación in vitro (FIV-TL-ST-µMU)

 Medio de Cultivo in vitro (CIV-CR2)

 Medio de preparación de espermatozoides stock (Sperm- Talp)

 Percoll® (Sigma P1644)

 Nitrógeno líquido y gaseoso

 H-SOFT

 Lactato de Ringer Suplementado con PVA

 Cloruro de sodio (suero)
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 Gentamicina 160/2ml

3.2. Metodología
3.2.1. Área de estudio

Esta investigación se desarrolló en el Laboratorio de Biotecnología de la Reproducción

Animal ubicado en la Granja Irquis de la Universidad de Cuenca (Latitud: -3.0801834;

Longitud: -79.0753254). Los ovarios bovinos fueron recolectados del camal municipal de la

ciudad de Cuenca (empresa “EMURPLAG”), y fueron transportados al Laboratorio en suero

fisiológico con gentamicina a una temperatura entre 35 – 37 ºC en un lapso menor a 3 horas.

3.2.2. Medios para la producción in vitro de embriones bovinos

La formulación de los medios de maduración, fecundación y cultivo in vitro usados en este

experimento están expuestos en las Tablas 1 – 4. Todos los diluyentes y medios se

prepararon en el Laboratorio de Biotecnología de la Reproducción Animal, utilizando

productos químicos de grado reactivo adquiridos en Sigma-Aldrich Chemical Co.

Tabla 1: Medio de Maduración in vitro (MIV)

Reactivo Concentración

TCM 199-Earle’s salt -

SFB 10% (v/v)

Piruvato de sodio 0,2 mM

FSH 25 µg/mL

LH 5 µg/mL

Gentamicina 50 µg/mL

L-glutamina 2 mM

Cisteamina 25 µM

Estradiol 2 µg/mL

Tabla 2: Medio de Fecundación in vitro (FIV-TL-ST-UMU)

Reactivo Concentración

Cloruro de sodio 114 mM
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Cloruro de potasio 3,2 mM

Fosfato de sodio monobásico 0,3 mM

DL-Lactato de sodio 10 mM

Cloruro de calcio dihidratado 2 mM

Cloruro de magnesio hexahidratado 0,5 mM

Bicarbonato de sodio 25 mM

SUPLEMENTO DE MEDIO FIV

BSA 6 mg/mL

Piruvato de sodio 0,2 mM

Heparina 20 µg/mL

Gentamicina 50 g/mL

Tabla 3: Medio para la preparación de espermatozoides stock (Sperm-Talp)

Reactivo Concentración

Cloruro de sodio 100 mM

Cloruro de potasio 3,2 mM

Fosfato de sodio monobásico 0,3 mM

DL-Lactato de sodio 21,5 mM

Cloruro de calcio dihidratado 2 mM

Cloruro de magnesio hexahidratado 0,4 mM

HEPES acid free 10 mM

Bicarbonato de sodio 25 mM

SUPLEMENTO DE MEDIO Sperm-Talp
BSA 6 mg/mL

Piruvato de sodio 1 mM

Gentamicina 50 g/mL

Tabla 4: Medio de cultivo in vitro (CIV-CR2)

Reactivo Concentración

Cloruro de sodio 108 mM

Cloruro de potasio 3 mM
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Bicarbonato de sodio 25 mM

L-Lactato de calcio hidrato 2,5 mM

Piruvato de sodio 4 mM

BME X2

MEM X1

Glutamina 0,02 mM

Estreptomicina 0,1 mg/mL

Penicilina 100 U/mL

SUPLEMENTO DE MEDIO CIV-CR2
BSA 5 mg/mL

Alanina 1 mM

Glicina 1mM

SFB 3% (v/v)

3.2.3. Diseño experimental

Este estudio incluyó 4 tratamientos provenientes de semen bovino previamente congelado y

vitrificado con 0,2% de JR:

 T1: Congelación convencional con JR (CC-JR, n= 80 pajuelas);

 T2: Congelación convencional sin JR, control (CC-Co, n=80 pajuelas);

 T3: Vitrificación con JR (VIT-JR, n=20 criotubos); y

 T4: Vitrificación sin JR, control (VIT-Co, n= 20 criotubos).

En una primera fase, se evaluó la cinemática mediante el sistema CASA de las muestras

descongeladas y calentadas (SCA-Evolution 2018). En una segunda etapa, mediante FIV se

evaluó la capacidad fecundante de los espermatozoides incluidos en los cuatro tratamientos.

Se determinó el porcentaje de división celular (Clivaje), el desarrollo embrionario a los 7-8

días pos FIV mediante el crecimiento de blastocistos. Se realizó 11 sesiones de FIV y en

cada grupo se fertilizó al menos 200 COC’s madurados in vitro.

3.2.3.1. Evaluación de la cinemática

Las muestras de semen bovino usadas en este estudio fueron criopreservadas por dos

técnicas: congelación y vitrificación. El semen bovino fue diluido con TCG + 6% de yema de
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huevo (YH). La congelación se realizó adicionando 5% de glicerol al diluyente y las pajuelas

de 0,25 ml fueron expuestas a vapores de NL2 durante 10 minutos a una altura de 4 cm del

nivel de NL2. La descongelación de los tratamientos 1 y 2 (CC-JR, y CC-Co) se realizó

sumergiendo las pajuelas en baño maría atemperado a 37°C durante 30 segundos. El

contenido fue colocado en un tubo eppendorf de 1,5 ml e incubado durante 5 minutos previo

al análisis de la cinemática.

La vitrificación previa fue realizada adicionando 100mM de sacarosa al diluyente y las

muestras fueron sumergidas directamente al NL2 en gotas de 30 µl. El calentamiento de los

pellets mantenidos en criotubos de 2 ml de los tratamientos 3 y 4 de vitrificación (VIT-JR y

VIT-Co) fue realizado exponiendo los pellets a unas platinas térmicas atemperadas a 63-

65°C de un dispositivo de calentamiento artesanal (STC-3008, no patentado). Los pellets se

derritieron entre 1 a 2 segundos y el contenido fue recolectado en un vaso de precipitación

de 20 ml. Rápidamente estas muestras fueron trasladadas a un tubo eppendorf de 1,5 ml y

centrifugadas a 300 gravedades durante 5 minutos. El sobrenadante fue eliminado y el pellet

fue re-suspendido con TCG en el mismo volumen eliminado.

Se analizó la cinemática de las muestras descongeladas y calentadas en el sistema

computarizado CASA-SCA® (Evolution, 2018, Microptic, Spain). Se registraron los

siguientes parámetros según lo detallado por Galarza et al. (2018): motilidad total (MT, %),

motilidad progresiva (MP, %), velocidad curvilínea (VCL, µm/s), velocidad rectilínea (VSL,

µm/s), linealidad (LIN, %), rectitud (STR, %), oscilación (WOB, %), amplitud del

desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, µm), y frecuencia de batida del flagelo (Hz).

3.2.3.2. Evaluación de la capacidad fecundante

Esta evaluación se realizó en 11 sesiones de FIV usando al menos 200 ovocitos (aptos

para fecundar) por cada tratamiento. Los ovarios bovinos recuperados del matadero fueron

transportados al Laboratorio de Biotecnología en suero fisiológico (con gentamicina) a una

temperatura entre 35 – 37ºC en un lapso menor a 3 horas desde su sacrificio. La punción

folicular, búsqueda y clasificación de ovocitos se realizó en el laboratorio. Los ovocitos

clasificados como aptos para FIV (COC’s con más de 3 capas de células de la granulosa,

zona pelúcida intacta y el citoplasma homogéneo) fueron puestos a madurar in vitro (MIV)

en grupos de 25 COC’s colocados en microgotas de 60 µL de medio MIV (Tabla 1) durante

24 horas en una Incubadora de CO2 al 6% y humedad máxima.
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Después de 24 horas de la MIV, los ovocitos fueron lavados dos veces en medio FIV (Tabla

2) y fueron transferidos a gotas de 60 µL del mismo medio (FIV-TL-ST-µMU) en grupos de

30 COC´s por gota. Los espermatozoides descongelados y calentados de cada tratamiento

(200 µL) fueron seleccionados usando columnas de Percoll (400 µL) de 45 y 90% dentro de

un tubo Eppendorf de 1,5 ml y posteriormente centrifugados en una microcentrífuga a 500

gravedades durante 15 minutos. El sobrenadante fue eliminado y el pellet fue resuspendido

en 1000 µL de Sperm Talp (Tabla 3) y centrifugado por segunda vez (lavado) a 300

gravedades durante 5 minutos. Finalmente, el pellet fue resuspendido en 60 µL de Medio

FIV y colocado en la incubadora de CO2 durante al menos 30 minutos antes de la FIV. La

concentración fue evaluada y cada muestra de cada tratamiento fue calculada para

inseminar los ovocitos maduros de cada gota de 60 µL a una concentración de 1 x 106

espermatozoides/mL. Los gametos (espermatozoides y óvulos) se incubaron conjuntamente

a 38,5°C en una atmósfera de CO2 al 5% en aire con humedad máxima. Al menos 200

ovocitos madurados in vitro fueron inseminados con cada tratamiento en las 11 sesiones de

FIV.

Al tercer día, los presuntos zigotos de cada gota y cada tratamiento fueron colocados en un

tubo Falcón de 15 ml que contenía 2 ml de PBS atemperado a 38,5ºC y fueron agitados en

un vórtex a máxima potencia durante 3 minutos. Este procedimiento se realizó para eliminar

las células de la granulosa y que los presuntos zigotos queden únicamente con su zona

pelúcida. Los zigotos fueron nuevamente agrupados en 25 estructuras / gota 30 µL de medio

CIV (Tabla 4); previamente en estas placas de 35 mm se cubrió las gotas con 3 ml de aceite

mineral. Estas placas fueron incubadas durante 8 días en una cámara triple gas (CO2 6%,

Nitrógeno 5% y O2) a 38,5ºC y una humedad máxima.

La interacción entre espermatozoides y ovocitos fue valorada en la capacidad que tuvieron

los espermatozoides de los cuatro tratamientos para fecundar los ovocitos, y lograr una tasa

de división celular (clivaje) a los 3 días; y lograr una tasa de blastocistos a los 8 días

posterior a la FIV. Para calcular los porcentajes se dividió el número de estructuras divididas

sobre el total de estructuras en cada gota y multiplicado por 100.

3.2.4. Análisis estadísticos

Los datos fueron analizados en el software STATISTICA v.12 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK,

USA). Las variables dependientes fueron sometidas a la prueba de Shapiro-Wilk para

determinar una distribución normal; y aquellos datos que no siguieron una distribución

normal fueron transformados a Arcoseno o Log-10 (porcentuales y numéricos,

respectivamente) previo a los análisis estadísticos. Un ANOVA factorial de 2 x 2 método de
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criopreservación [congelación y vitrificación] y adición de jalea real (JR y control) y la prueba

posHoc de Tukey fueron usados para evaluar el efecto JR en muestras congeladas y

vitrificadas sobre la cinemática y capacidad fecundante. El nivel de significancia fue P < 0,05.
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4. Resultados
4.1. Cinemática

Los resultados de la cinemática espermática de los cuatro tratamientos en estudio están

expuestos en la Tabla 5. En general, las muestras congeladas y descongeladas mostraron

una mayor cinemática que las muestras vitrificadas y calentadas. Los porcentajes de las

motilidades total (MT) y progresiva (MT) de las muestras de los tratamientos de congelación

(CC-JR y CC-Co) fueron más altos (P < 0,05) que aquellas muestras de los tratamientos de

vitrificación (VIT-JR y VIT-Co), independientemente de la adición de la JR. Sin embargo, las

velocidades curvilíneas (VCL) y rectilínea (VSL) fueron mayores (P < 0,05) con el

tratamiento de congelación con JR (CC-JR) que todos los otros tratamientos (CC-Co, VIT-JR

y VIT-Co). En las muestras de congelación la JR produjo un efecto potenciador de la

locomoción debido a que incrementó (P < 0,05) la VCL y VSL con respecto a su control (CC-

JR vs. CC-Co). No se evidenció diferencias significativas (P > 0,05) entre tratamientos de

ningún parámetro de relación de progresión (STR, LIN y WOB) y en la ALH. Finalmente, el

valor de BCF fue mayor (P < 0,05) con el tratamiento CC-JR que el resto de tratamientos; no

obstante, la JR mostró un efecto benéfico en este parámetro cinético tanto en la congelación

como en la vitrificación debido al incremento de sus valores en comparación con sus

controles (CC-JR vs. CC-Co y VIT-JR vs. VIT-Co) (Tabla 5)

Tabla 5 Parámetros cinemáticos de espermatozoides bovinos previamente congelados y

vitrificados con jalea real.

Parámetros
Tratamientos

Post- descongelación Post-calentamiento
CC-JR CC-Co VIT-JR VIT-Co

MT (%) 33,4 ± 2,48a 34,8 ± 2,60a 13,4 ± 3,52b 12,2 ± 1,80b

MP (%) 16,0 ± 2,53a 17,5 ± 2,65a 8,2 ± 2,61b 8,3 ± 1,49b

VCL (µm/s) 84,1 ± 3,68a 71,9 ± 4,44b 61,5 ± 4,34c 63,6 ± 6,44c

VSL (µm/s) 30,8 ± 1,42a 24,3 ± 1,51b 21,1 ± 2,41b 23,5 ± 2,33b

STR (%) 64,4 ± 1,48 66,5 ± 1,01 64,8 ± 1,82 64,6 ± 0,75

LIN (%) 35,2 ± 1,17 37,8 ± 0,88 33,9 ± 1,85 36,6 ± 0,89

WOB (%) 52,9 ± 0,79 54,5 ± 0,71 51,1 ± 1,82 54,1 ± 1,1

ALH (µm) 3,3 ± 0,14 3,2 ± 0,17 2,8 ± 0,16 3,0 ± 0,27

BCF (HZ) 7,8 ± 0,35a 6,7 ± 0,35b 6,7 ± 0,50b 5,4 ± 0,61c

Diferentes superíndices en cada fila y cada parámetro expresan diferencias significativas

entre tratamientos a – b – c P < 0,05
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4.2. Capacidad fecundante

El tratamiento VIT-JR produjo una tasa de división celular (equivalente al clivaje) más alta (P

< 0,05) que el tratamiento CC-Co (62,9 ± 3,72 % vs. a 51,7 ± 4,16 %, respectivamente), no

obstante, el tratamiento VIT-JR produjo un clivaje similar (P > 0,05) a los otros dos

tratamientos CC-JR y VIT-Co (55,2 ± 4,14 % y 52,9 ± 3,84 %).

Figura N° 1 Tasa de división celular (clivaje) de ovocitos fecundados con espermatozoides

bovinos congelados (CC-JR y CC-Co) y vitrificados (VIT-JR y VIT-Co) con y sin jalea real.

Letras diferentes en cada barra y cada parámetro expresan diferencias significativas entre

tratamientos (a – b, P < 0,05).

No se evidenció diferencias significativas en la tasa de producción de blastocistos entre

tratamientos (P > 0,05). Respectivamente, 9,7 ± 2,46 %; 11,0 ± 2,61 %; 8,8 ± 2,18 %; y 7,1 ±

1,97 % para CC-JR; CC-Co; VIT-JR y VIT-Co (Figura 2)
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Figura N° 2 Tasa de producción de blastocistos (desarrollo embrionario) proveniente de

espermatozoides bovinos congelados (CC-JR y CC-Co) y vitrificados (VIT-JR y VIT-Co) con

y sin jalea real y ovocitos bovinos madurados in vitro.
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5. Discusión

Los resultados de la presente investigación, demuestran en general que los tratamientos de

la congelación convencional con o sin JR produjeron una mejor criorespuesta que los

tratamientos de vitrificación con y sin JR. No obstante, al comparar los tratamientos de la CC,

la JR incrementó las velocidades curvilínea, rectilínea y la BCF; mientras que en la VIT, la

JR únicamente incrementó la BCF. La fertilidad in vitro, sin embargo, aunque el clivaje fue

superior en la vitrificación con JR, la tasa de blastocistos fue similar entre tratamientos.

Estos resultados indican, que la JR y el método de vitrificación (con 100 mM en gotas de 30

µL) resulta una combinación igual de útil que la congelación convencional, convirtiéndose en

un método de criopreservación promisorio debido a su criorespuesta sobre la fertilidad. Es

importante destacar que este trabajo constituye el primer reporte de la fertilidad in vitro

lograda con espermatozoides bovinos vitrificados y calentados.

Los resultados obtenidos ayudan a evidenciar claramente que la adición del 0,2 % de JR a

los medios de congelación y vitrificación proporciona un efecto positivo benéfico en algunos

parámetros cinéticos de espermatozoides bovinos posteriores a la criopreservación.

Anteriomente, Sabatini, (2009) mencionó que el incremento significativo de algunos

parámetros cinéticos de espermatozoides puede deberse al alto contenido de carbohidratos

que tiene la JR. Algunas investigaciones precursoras han demostrado que el efecto

crioprotector de la JR se debe a la estructura química de las proteínas que incluyen

aminoácidos esenciales que preservan la integridad de la membrana plasmática

(Tamura et al., 2009). Otros autores sugieren que la JR posee una extraordinaria potencia

antioxidante, capaz de eliminar los radicales libres, especialmente el anión superóxido

(Nagai & Inoue, 2004).

Se ha sugerido que durante el proceso de criopreservación, ciertas proteínas y lípidos

presentes en la JR se adhieren a la membrana plasmática protegiéndola de los cambios

drásticos de la temperatura (Maghsoudlou et al., 2019). La protección de la membrana

espermática por acción de la JR durante el proceso de congelación y descongelación

probablemente esté asociada con la presencia de aminoácidos biológicamente activos como

el ácido aspártico, cisteína, tirosina, glicina, lisina, leucina, valina y la isoleucina. Se ha

especulado que la prolina modula las membranas celulares y demás estructuras de las

proteínas contra las condiciones de estrés; y que la prolina y la cisteína funcionan como

potentes antioxidantes que eliminan las ROS y sintetizan el glutatión durante el proceso de

congelación. La naturaleza de la composición química de la JR, la presencia de aminoácidos

esenciales (ácido 10-hidroxi-2-decenoico) y vitaminas (E y C) también contribuyen en la
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protección de la membrana celular (Tamura et al., 2009). Sakhdary et al., (2022) también

mencionan que la vitamina E y C que están presentes en gran cantidad en la JR actúan

como potentes antioxidantes, reduciendo el daño que causan los radicales libres a las

membranas espermáticas de los bovinos. Abd-Allah, (2012) sugieren que el elevado

contenido de carbohidratos, vitaminas (E y C) y arginina que posee la JR (Moutsatsou et al.,

2010), produce una mejor conservación de la calidad y longevidad de los espermatozoides

bovinos en los procesos de criopreservación.

Otros autores han sugerido que los efectos de la JR sobre la calidad espermática y la

capacidad fecundante pueden atribuirse a que ésta tiene estimulantes de la motilidad como

la adenosina y el N(1)-óxido de Adenosin monofosfato (AMP), que mejoran la motilidad de

los espermatozoides al inhibir AMPc (cíclico) a nivel de la cola del espermatozoide, en

consecuencia, se estimula la fosforilación no solo de la proteína quinasa activada por

mitógeno (MAPK), sino también de la proteína de unión al elemento de respuesta

AMPc/calcio (Fraser & Duncan, 1993; J. J Parrish et al., 1988; Vijayaraghavan & Hoskins,

1981). Nosotros creemos que esta fue la vía por el cual mejoró los valores de BCF después

de ambos procesos de criopreservación (congelación – descongelación y vitrificación –

calentamiento).

Trabajos realizados en la congelación y vitrificación de espermatozoides bovinos

demostraron que el 0,2% de JR produce un mejoramiento de la cinemática del esperma

bovino congelado y vitrificado. Además, se demostró que la suplementación de 0,2% de JR

ejerció un efecto crioprotector durante la vitrificación debido al incremento de la integridad de

la membrana plasmática (Guanga et al., 2022; Galarza-Álvarez et al., 2022). Un trabajo

realizado por (Shahzad et al., 2016) determinó que la concentración de 0,1% JR (frente a 0

[control]; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 y 0,4%) al medio de congelación (tris, ácido cítrico, fructosa, 20%

yema de huevo y 7% glicerol) mejoró la criosupervivencia espermática y la capacidad de

fertilización in vitro de los espermatozoides de búfalo. Estos autores indicaron que la tasa de

clivaje fue significativamente mayor comparado con el grupo sin JR (60 % frente a 40 %), sin

embargo, la tasa de preñez fue similar entre el grupo con 0,1% de JR y su control. Los

resultados de la presente investigación son consistentes a los mencionados anteriormente,

sin embargo, la fertilidad, a pesar de que el clivaje fue mayor con el tratamiento CC-JR en

comparación con los otros tratamientos, la tasa de blastocistos fue significativamente similar.

La capacidad fecundante representada en el porcentaje de división celular de los

espermatozoides bovinos fue más alto en el tratamiento VIT-JR en comparación con el

tratamiento CC-Co, sin embargo los valores de VIT-JR fueron similares a los otros 2
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tratamientos (CC-JR y VIT-Co). Anteriormente, se reportó que la suplementación con 0,4%

de JR y 10 µg/m heparina fue efectivo para inducir la reacción del acrosoma y mejorar la

capacidad fecundante in vitro de los espermatozoides de búfalo criopreservados (Abd-Allah,

2012). La JR contiene calcio, y en presencia de heparina mejora el proceso de capacitación.

Otro trabajo realizado por (El-Sherbiny, 2013) sugirió que la adición con JR (0 como [control]

10, 20, 30, 40, 50 and 100 mg / 6 ml) al diluyente TCG (Tris, ácido cítrico, glucosa, DMSO,

18% yema de huevo y 2% miel de abeja) mejoró la motilidad, la viabilidad y las anomalías

morfológicas de los espermatozoides de conejo posterior a la descongelación. No obstante,

los autores determinaron que la fertilidad (in vitro) dependió de la concentración de JR; altas

concentraciones de JR produjeron un efecto negativo sobre la calidad del semen o la

capacidad fecundante. Por otro lado, se ha determinado que la JR administrada por vía oral

(100 mg/kg de peso corporal) tiene efectos protectores sobre ADN espermático y mejora el

desarrollo embrionario temprano in vitro (tasa de clivaje y blastocistos) en ratas tratadas con

ofloxacina (Ebadimanas, 2019). El presente trabajo de investigación usó diluyente TCG +

6% yema de huevo + 5% glicerol suplementado con 0,2% de JR y posterior a la

descongelación y antes de la FIV, los espermatozoides fueron expuestos a 10 µg/m de

heparina, por lo que creemos que este proceso ayudó a la capacitación espermática, y

consecuentemente, a una mayor penetración y división celular (clivaje) según los

porcentajes mayores (numéricamente o significativamente) de los grupos con JR.
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Conclusiones

Esta investigación concluye que la jalea real incrementó las velocidades curvilínea y

rectilínea y la frecuencia de batida de flagelo de los espermatozoides bovinos posterior al

proceso de congelación y descongelación; mientras que posterior a los procesos de

vitrificación y calentamiento, la jalea real mejoró únicamente la frecuencia de batida de

flagelo. La fertilidad in vitro, sin embargo, no tuvo efecto significativo produciendo una tasa

de blastocistos similar entre tratamientos de congelación y vitrificación con o sin jalea real.
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Anexos

Anexo A. Preparación de materiales para la aspiración y selección de COC’s

Anexo B. Punción y aspiración de folículos.
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Anexo D. Gotas de 60ul para el lavado de COC'sAnexo C. Búsqueda y clasificación de COC's



49

Jorge Leonardo Tamay Siguencia – Grace Fabiola Uzhca Tenesaca

Anexo E. Clasificación de COC's

Anexo F. Materiales para realizar el calentamiento de pellets
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Anexo G. Maduración de COC's

Anexo H. Elaboración de columnas de Percoll Anexo I. Preparación de la cámara de
Neubauer
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Anexo K. Inseminación in vitro

Anexo J. Conteo de espermatozoides

Anexo L. Presuntos zigotos en un tubo
Falcón agitados en un vórtex
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Anexo M. Presencia de blastocistos al día 4, realizado con espermatozoides vitrificados
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