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RESUMEN 
 

PÉREZ HERRERA HÉCTOR MANUEL. Efectos de la Jalea Real en la vía 

dependiente de FSH durante la expansión del complejo cumulus-ovocito de 

bovino. (Directora de tesis: Dra. Hilda Morayma Guerrero Netro). 

 

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto estimulador de la Jalea 

Real (JR) de Apis Mellifera en ausencia de FSH sobre la expansión del cumulus 

de bovino durante la Maduración in vitro (IVM). La IVM del Complejo Cumulus-

Ovocito (COC) de bovino se realizó con 10 mg/ml de JR o 20 μg/ml de FSH. 

Después de 4, 8, 12, 16 y 22 horas de IVM, las células del cumulus se les 

determino  la expresión de los marcadores de expansión AREG, EREG, EGFR, 

PTGS-2 y HAS-2 por PCR en tiempo real. Posteriormente se analizó la expresión 

relativa de MAPK 3/1p y AKT a través de Western-Blot. El porcentaje de 

expansión de los COCs en presencia de JR o FSH a las 22 horas de maduración 

no fue diferente (P>0.05). Los COC’s cultivados con JR expresaron un incremento 

significativo de EREG y AREG a las 8 horas de maduración. En contraste, EGFR 

tuvo su máxima expresión a las 4 horas (P<0.05) y disminuyó gradualmente hasta 

las 22 horas, donde nuevamente se observo un incremento significativo. Por otro 

lado, la expresión de HAS-2 y PTGS-2 en presencia de JR presentó un incremento 

(P<0.05) a las 22 horas de maduración. Los COCs cultivados con JR expresaron 

MAPK 3/1 en mayor abundancia a las 16 horas y cuya expresión continuo 

aumentando hasta las 22 horas de maduración. En contraste, la expresión de AKT 

disminuyó a las 12 horas y  se incremento gradualmente su expresión hasta las 22 

horas de maduración (P<0.05). Los resultados del presente estudio son los 

primeros en demostrar que la JR participa en la expansión de los COC de bovino 

en ausencia de FSH , a través de la vía EGFR-MAPK durante la IVM.  

 

Palabras clave: Ovocito, bovino, IVM, FSH, Jalea real. 
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INTRODUCCIÓN 
 

En años recientes se ha incrementado el interés por explorar el potencial que tiene 

la Jalea Real (JR) en los cultivos in vitro pues, se ha descubierto que algunos de 

sus componentes pueden estimular la proliferación y el desarrollo de lás células de 

mamífero1–3. La JR es un compuesto natural producido en las glándulas 

hipofaríngeas y submandibulares de la abeja occidental Apis mellifera1. De esta 

manera, las abejas trabajadoras alimentan exclusivamente a las larvas con jalea 

real para permitir su metamorfosis en una abeja reina fértil4. Los componentes 

bioquímicos de la JR tales como los carbohidratos (7-18%), aminoácidos 

esenciales (Val, Leu, Ile, Tre, Met, Fen, Lis y Trp) y lípidos (3-8%)5,6 son 

fundamentales para que la larva pueda desarrollarse pero, son las sustancias 

bioactivas como las proteínas mayores de la JR y el ácido 10-decanoíco (10-HDA) 

las que estímulan la metamorfosis de la larva en abeja reína7. 

En la actualidad no existen claras evidencias de que vías de señalización se 

encuentran involucradas para una existosa prolificidad de la abeja reina, sin 

embargo, existe la hipótesis que señala que los compuestos proteícos y lipídicos 

que integran a la JR pueden participar en la vía de señalización mediada por el 

receptor a través del factor de crecimiento epidermal (EGFr) para activar el eje 

reproductivo en la abeja reina4.  

Este interesante fenómeno ha abierto el camino para que investigadores de todo 

el mundo estudien los efectos de la JR en las células reproductivas de 

mamífero5,6,8–10. A este respecto, Amiri y sus colaboradores5 determinaron que 10 

mg/ ml de JR aumenta el porcentaje de ovocitos en MII 5. Sus resultados también 

muestran que bajo esta dosis  la expresión de los genes HAS-2 y PTGS-2 

relacionados con la expansión de las células del cumulus mejoran, 5,4. Esta serie 

de resultados son  importantes ya que es bien conocido que la unión de la FSH a 

su receptor en las células del cumulus estimula la síntesis de Anfirregulina (AREG) 

y Epirregulina (EREG) a través de la activación de la ruta AMPc-PKA, durante las 

primeras horas de maduración y su posterior unión al EGFr, estimulando la 
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reanudación de la meiosis y la expansión del cumulus11,12. Otras investigaciones 

sugieren que los compuestos proteícos de la JR actúan como factores de 

crecimiento que estimulan las vías de señalización en el Complejo Cumulus-

Ovocito (COC) para que el ovocito pueda continuar con su meiosis6. 
13–16Esto es interesante dado que evidencias anteriores 17 describen que el 

cumulus de los COCs de bovino que no reciben FSH durante la IVM no se 

expande, es por tanto pensar la probabilidad de una proteína en la JR que tengan 

una función similar a FSH para iniciar la expresión de genes tempranos de 

maduración11,13,14. Paralelamente, el ovocito puede proseguir con la maduración 

nuclear, ya que la transferencia de los factores moleculares que mantienen el 

arresto meiótico del ovocito, y que provienen de las células del cumulus, se pierde 

cuando estas se expanden11. Caixeta et al., 2013 demostraron que una 

concentración mínima de 10 ng/ml de FSH en el medio de IVM, estimula la 

expansión del COC`s de bovino al activar la vía de señalización intracelular EGFR-

MAPK en las células del cumulus11,13,15. Es imposible que la expansión del 

cumulus y la maduración nuclear del ovocito ocurra sin que 11AREG y EREG se 

unan al EGF-r, pues las Proteincinasas Activadas por Mitogenos (MAPK) 3/1 no 

podrían activarse para reanudar la meiosis del ovocito, ni la expansión del 

cumulus, proceso mediado por la Hialuronano-Sintasa 2 (HAS-2)16. MAPK 3/1 

también promueve la expresión de Prostaglandina-Endoperóxido Sintasa 2 

(PTGS2) en las células del cumulus para la síntesis de PGE217. En resumen, la 

FSH estimula las vías de señalización en las células del COC`s, permitiendo la 

producción de prostaglandinas, la reanudación del proceso de meiosis y 

finalmente la expansión del cumulus11,18,19. Motivo por el cual AREG, EREG, 

PTGS2 y MAPK 3/1 son considerados indicadores de calidad del ovocito de 

bovino durante la IVM11,17,19,20. 

Como se ha demostrado anteriormente5,6,8, el uso de JR mejoró el porcentaje de 

ovocitos en MII obtenidos al final de la IVM, estimularon la expresión de los genes 

relacionados con la expansión del cumulus (HAS-2, PTGS2) y también estimuló el 

metabolismo de la glucosa, proceso fundamental para la síntesis de ácido 

hialurónico durante la expansión del cumulus21. Sin embargo, la participacion de la 
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JR en las vías de señalización se durante la expansión de las células del cumulus 

en ausencia de los componentes hormales en el medio de IVM. Por lo tanto, el 

objetivo de este estudio fue determinar la participación de la JR en la estimulación 

de la expansión de las células del cumulus del COC de bovino en ausencia de 

FSH. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



10 
 

REVISIÓN DE LITERATURA 
 
1. Anatomía y fisiología del ovario 
 
1.1 Anatomía 
 
Los ovarios son los órganos reproductivos en muchas especie, poseen una 

función citógena y endocrina ya que producen los gametos femeninos y liberan las 

hormonas necesarias para llevar a cabo la reproducción22. En la especie bovina, 

los ovarios se ubican dentro de la región abdominal en posición dorso-craneal a la 

vejiga tomando como límite de referencia el borde craneal del hueso pubis o piso 

de la cavidad pelviana (Figura 1), poseen una forma oval con un tamaño que varía 

en rangos de 1.3 a 5 cm de largo por 1.3 a 3.2 cm23.  

 

 

Figura 1. Situación anatómica del aparato reproductor de la vaca. Adaptado de 

Fails-Magee, 2018 en Physiology of Domestic Animals 8th Ed.  
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Estos órganos se encuentran cubiertos por un saco peritoneal denominado bursa 

ovárica la cual está formada por el mesovario y el mesosalpinx, mismos que 

forman parte del ligamento ancho del útero24. Cada ovario se encuentra adherido a 

su respectivo cuerno uterino a través del ligamento propio del ovario24. A partir del 

cuarto mes de gestación los ovarios se desplazan ventralmente dentro de la 

cavidad abdominal de forma paulatina a lo largo del crecimiento fetal23. 

Estructuralmente el ovario está formado por una corteza y una médula22,23. En la 

corteza se encuentran los folículos y un conjunto de células intersticiales con 

función endócrina, ambos responsables de la producción de hormonas 

esteroidales cuya importancia depende del momento reproductivo en el que se 

encuentre la vaca22,23. 

La irrigación sanguínea del ovario tiene su origen en la arteria ovárica que 

perfunde al ovario a través de sus ramas en la región medular, del mismo modo se 

encuentra la vena ovárica que lleva sangre del ovario hacia la circulación 

general22,25. 

1.2 Control endócrino 
 
La actividad ovárica en bovinos está regulada principalmente por el eje 

hipotálamo-hipófisis–gonada 26. El hipotálamo que se sitúa cerca de la línea 

ventral del diencéfalo y secreta al sistema porta-hipotálamo-hipofisiario a la 

Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) cuya acción sobre las células 

gonadotrópicas de la adenohipófisis estimula la síntesis y liberación de dos 

hormonas trópicas de origen peptídico, la Hormona Luteinizante (LH) y la 

Hormona Foliculoestimulante (FSH)26,27. El patrón de liberación de gonadotropinas  

es regulada o pulsatil y constitutiva, que está determinada por la secreción de 

GnRH desde el hipotálamo26. La naturaleza pulsátil de este fenómeno es 

fisiológicamente importante, ya que la continua secreción de GnRH no resulta en 

la secreción continua de FSH y LH (Figura 2)26,28. 

En el caso de la FSH, la GnRH estimula su síntesis por medio de pulsos 

infrecuentes de GnRH 28. Por otro lado, cuando se libera un pulso de GnRH desde 
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el hipotálamo la adenohipófisis responde con un pulso subsecuente de LH, mismo 

que incrementa en amplitud cuando la GnRH se secreta con mayor frecuencia28. 

Las gonadotropinas estimulan de manera secuencial el crecimiento folicular, la 

secreción de estrógenos, la maduración de los ovocitos, la ovulación, el desarrollo 

de un cuerpo lúteo funcional y la secreción de progesterona (P4)28. 

Aunque la GnRH es la principal hormona que regula la actividad de las células 

gonadotrópicas, otras hormonas también pueden modular su función, tal es el 

caso de la inhibina o la hormona inhibidora de gonadotropinas28. 12 Los estrógenos 

pueden ejercer retroalimentación positiva o negativa sobre la secreción de GnRH, 

lo cual depende de la etapa del ciclo reproductivo, por ejemplo, en becerras y 

vacas en anestro posparto, los estrógenos inhiben la secreción de GnRH, pero 

durante el proestro y el estro estimulan su secreción29. Los folículos ováricos 

maduros se encargan de producir Estradiol (E2) durante la esteroidogénesis 

aumentando las concentraciones circulantes hasta alcanzar su umbral 12 a 18 

horas antes de que finalice el estro, desencadenando la liberación de un pulso 

preovulatorio de GnRH y, en consecuencia, la liberación de gonadotropinas, 

principalmente de LH (Figura 2)30. 
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Figura 2. Eje Hipotálamo-Hipófisis-Gonadal. Adaptado de Fails-Magee, 2018 en 

Physiology of Domestic Animals 8th Ed. 

La ovulación ocurre aproximadamente 30 horas después de la secreción de LH y 

es seguida de un declive abrupto de las concentraciones de E2. Las células 

foliculares comienzan una transformación funcional a células lúteas que sintetizan 

y liberan P430 misma que disminuye la secreción de GnRH, así como la respuesta 

de la hipófisis a la GnRH29. Las neuronas secretoras de GnRH no poseen 

receptores para estrógenos o P4, pero sí expresan receptores para el péptido 

Kisspeptina, es así como la Kisspeptina otorga la información necesaria a las 

neuronas secretoras de GnRH sobre las concentraciones circulantes de las 

hormonas sexuales (Figura 2)29. 

1.3 Ciclo estral 
 
Se conoce como ciclo estral al intervalo de tiempo entre dos ovulaciones o 

intervalo interovulatorio. La especie bovina presenta ciclos estrales durante todo el 
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año que pueden durar entre 17 y 24 días con un promedio de duración de 21 días 

siendo interrumpidos solamente durante el perido de gestación o por alguna 

patología29,30. Debido a esta naturaleza, las vacas son clasificadas como 

poliéstricas continuas27. Con base en la actividad ovárica, el ciclo estral se divide 

en fase folicular o proliferativa y fase lútea o secretora. La primera engloba al 

proestro y al estro mientras que la segunda el metaestro y el diestro29,30 (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Ciclo estral del bovino. Modificado de Amstandem & Williams en Bovine 

Reproduction, 2015 

El proestro tiene un rango de duración de 2 a 3 días, se caracteriza por la 

ausencia de un cuerpo lúteo funcional, así como por el desarrollo y maduración del 

folículo ovulatorio. Durante esta etapa se incrementa la frecuencia de los pulsos 

de secreción de FSH y LH, lo que conduce a la maduración del folículo ovulatorio 

y al incremento de E2 circulante (Figura 3), momento en el que comienza el 

estro29,30. 
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El estro dura entre 8 y 18 horas. La vaca presenta cambios conductuales y 

anatómicos a lo largo de esta fase, los cuales se denominan conducta de estro. En 

las vacas sexualmente maduras el folículo dominante secreta grandes cantidades 

de E2 generando un pulso continuo de GnRH, lo que permite una mayor amplitud 

de pulsos de LH hasta que esta hormona alcanza su máxima concentración 

circulante alrededor de las 6 horas de iniciado el estro30,31 (Figura 3). Durante el 

comportamiento de estro podemos observar que las vacas son receptivas a la 

monta, presentan comportamiento homosexual y presentan edema en la vulva. A 

pesar de esto, cuando las vacas presentan su primer ciclo ovárico no poseen un 

cuerpo lúteo funcional ni hay secreción alguna de P4 de modo que los signos de 

estro no se presentan31. 

El metaestro tiene un intervalo de duración de 4 a 5 días. La ovulación ocurre 

entre las 8-16 horas posteriores a su inicio, el cual coincide con un incremente 

súbito de LH32. Después de la ovulación las células foliculares remanentes 

comienzan el proceso de luteinización dando origen al cuerpo lúteo29. Las 

concentraciones circulantes de P4 aumentan conforme el cuerpo lúteo crece hasta 

que son superiores a 1ng/ml. Este momento se considera como el punto de corte 

que establece el final del metaestro y el comienzo del diestro30 (Figura 3). A lo 

largo de esta etapa se presenta un pulso posovulatorio de FSH que desencadena 

la primera oleada del siguiente ciclo folicular29. 

El diestro es el periodo más largo del ciclo estral con un rango de duración de 12 a 

14 días. Entre los cambios anatómicos que se presentan durante esta fase 

encontramos que las glándulas uterinas se ramifican, el cérvix se cierra y las 

secreciones del tracto genital se vuelven más espesas mientras que, la mucosa 

vaginal se observa pálida33. Durante todo este periodo el cuerpo lúteo se mantiene 

secretando P429,30 (Figura 3). Sí al finalizar el diestro no se desarrolla una 

gestación, el endometrio uterino secretará Prostaglandina F2α (PGF2a) para 

comenzar la lisis de las células lúteas, evento es conocido como regresión del 

cuerpo lúteo27. Al tejido fibroso remanente tras la presencia de un cuerpo lúteo en 

el parénquima ovárico se le denomina corpus albicans o cuerpo blanco34.  
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La regresión del cuerpo lúteo permite que la P4 disminuya y en consecuencia, que 

las concentraciones circulantes de FSH aumenten. El conjunto de estos eventos 

permite que nuevos folículos sean reclutado y estos comiencen su crecimientol27. 

 

2. Fisiología del Folículo Ovárico 
 
2.1 Foliculogénesis 
 
El folículo es la unidad funcional del ovario35, está compuesto por una o varias 

capas de células del estroma cortical ovárico, con función paracrina y yuxtacrina, 

que rodean al ovocito. Su función es establecer comunicación bidireccional con el 

ovocito a través de una compleja red de señalización, regulada por el eje 

Hipotálamo-Hipófisis-Gonadal35,36. El desarrollo folicular de la vaca inicia cuando 

las células planas del folículo primordial (Figura 4-a) modifican su estructura para 

formar una capa de células cúbicas. Las células comienzan a replicarse hasta 

originar una segunda capa de células, que responderán posteriormente a los 

estímulos de la FSH. A estas células completamente diferenciadas se les conoce 

como células de la granulosa11,14,36. 

Durante su proliferación, las células de la granulosa y el ovocito secretan una 

membrana de glucoproteínas que forma la zona pelucida, misma que es 

atravesada por prolongaciones citoplasmáticas para mantener la comunicación 

bidireccional a través de uniones tipo hendidura o gap26,37,38. Simultáneamente, las 

células del estroma ovárico que rodean al folículo comienzan a proliferar y se 

determinan como las células endocrinas que forman la teca del folículo36,39. 

Cuando el folículo alcanza un tamaño aproximado de 4 mm de diámetro, se 

conoce como folículo secundario (Figura 4-b)35,36. 

La LH se une a su receptor en las células de la teca estimulando la síntesis de 

androstenediona y testosterona30,40,41. Simultáneamente, la FSH se une a su 

receptor en las células de la granulosa estimulando su proliferación. Las células de 

la granulosa forman espacios llenos de líquido folicular, que posteriormente darán 

origen al antro del folículo11,30,33. En cada ciclo reproductivo, un folículo es 
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seleccionado y se vuelve dominante sobre el resto de los folículos reclutados, este 

libera únicamente un ovocito maduro 30,41.  

 

Las células de la granulosa del folículo dominante sintetizan y secretan inhibina, la 

cual ejerce retroalimentación negativa sobre la síntesis y secreción de FSH,. La 

retroalimentación negativa de la inhibina provoca que los folículos subordinados 

comiencen el proceso de regresión o atresia, mientras que el folículo dominante 

que ya es independiente de FSH continua su crecimiento28,42. 35,42. 

 
Figura 4. Características morfológicas de las células foliculares (bovino): a) 
folículo primordial, b) folículo primario, c) folículo secundario, d) folículo terciario y 
complejo cumulus-ovocito. CG: Células de la granulosa, TC: Células de la Teca, 
O: Ovocito. Tinción hematoxilina y eosina (a,c); tinción inmunohistoquímica (b,d). 
(Modificado de Teh A et al, 2018). 

 

La última fase de desarrollo del folículo se encuentra regulada por la LH y el E2. 

Los receptores de LH inician su expresión en la membrana de las células de la 

granulosa (Figura 4-c)14,41. La unión de la LH a su receptor en las células de la 

granulosa estimula el proceso de mitosis. Las células de la granulosa se organizan 

hasta la total formación del antro folicular. Finalmente, el folículo dominante 

experimenta una fase de meseta en la que su crecimiento ya no es exponencial, 

b) a) 
 

c) 
 

d) 
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reduciendo la mitosis de sus células cuando el folículo alcanza un tamaño 

aproximado de 13 mm14,43. Paralelamente, las células que rodean al ovocito se 

diferencian en células del cumulus y, consolidan un sincitio con el ovocito a través 

de uniones gap, el cual ahora se denomina complejo cumulus-ovocito (COC) 

CITA. La comunicación entre ambos tipos celulares es importante ya que permite 

que se activen las vías de señalización necesarias para que el ovocito reanude su 

maduración antes de ser liberado del folículo (Figura 4-d)43,44. Las células de la 

granulosa del folículo dominante, ahora denominado preovulatorio o Graafiano, 

continúan la producción de E2, la cual ejerce retroalimentación positiva sobre el 

centro cíclico de las neuronas productoras de GnRH. En consecuencia, la 

frecuencia de secreción de LH aumenta progresivamente, hasta que llega a su 

máxima concentración circulante. Este fenómeno desencadena los procesos 

bioquímicos, moleculares y estructurales que permiten la liberación del COC del 

folículo durante la ovulación14,44. 

 

2.2 Microambiente Folicular 
 

La composición del microambiente folicular es uno de los puntos críticos que 

determina la calidad final del ovocito al momento de la ovulación . El líquido 

folicular se forma a través de la secreción del fluido producido por las células 

foliculares y los compuestos extravasados de la circulación sanguínea45. El líquido 

folicular protege al COC a lo largo del proceso de extrusión durante la ovulación, 

actuando como un medio amortiguador contra los efectos de la sangre presente 

tras la ruptura del folículo46. 

 

Los componentes del líquido folicular varían a lo largo de la foliculogénesis y en su 

conjunto tienen la finalidad de mantener el óptimo funcionamiento de las células 

del folículo a través de su interacción con diferentes vías de señalización, mismas 

que son necesarias para iniciar la maduración del ovocito (Cuadro 1). 6,21,47,48. 
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Primero encontramos a los sustratos energéticos, es decir la glucosa, el lactato y 

el piruvato, cuyas concentraciones pueden variar dependiendo del tamaño del 

folículo (Cuadro 1)48. Los sustratos energéticos son requerimientos indispensables 

durante el desarrollo de los ovocitos y es a través del metabolismo oxidativo del 

piruvato donde el ovocito adquiere la mayor cantidad de energía requerida a lo 

largo del proceso de maduración49.  

 

Compuesto Concentración (mM/L)  
 

Glucosa 
 

4.71 - 4.84 
1.4 - 3.9 

3.49 - 3.59 

 
N.M. Osri et al, 200549 
J.G. Thompson et al, 

200748 
N.L Hudson et al, 201450 

 
 

Piruvato 
 

 
0.01 - 0.3 

0.4 

 
N.M. Osri et al, 2005 
J.G. Thompson et al, 

2007 
 
 

 
Lactato 

 

 
8.16 - 5.09 
14.4 - 3.0 

 
N.M. Osri et al, 2005 
J.G. Thompson et al, 

2007 
 

 
NEFAS 

 

 
0.06-0.11 

 

 
N.L. Hudson et al, 2014 

 
Colesterol 

 

 
1.43- 1.62 

 

 
N.L. Hudson et al, 2014 

Alanina 

Arginina 

Cisteina 

Cistina 

Glutamina 

Glicina 

Histidina 

Isoleucina 

227 

53 

0.25 

79 

225 

480 

32 

9 

N.L. Hudson et al, 2014 
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Leucina 

Lisina 

Metionina 

Fenilalanina 

Prolina 

Serina 

Treonina 

Triptófano 

Tirosina 

Valina 

111 

76 

25 

51 

82 

128 

115 

20 

48 

220 

 
Cuadro 1. Concentración de los compuestos bioquímicos que se encuentran en el 

líquido folicular del folículo ovárico terciario (~10 mm) de la vaca. 

 

El líquido folicular es rico en diferentes tipos de ácidos grasos no esterificados 

(NEFAS), cuya importancia impacta la competencia del ovocito durante los 

periodos de balance energético negativo en vacas altas productoras de leche 

(Leroy et al 2005). Sin embargo, estudios previos han determinado que no son los 

ácidos grasos sino los aminoácidos que se encuentran en el líquido folicular los 

que se relacionan con la competencia de desarrollo del ovocito, ya que estimulan 

las vías de señalización que permiten la reanudación de la meiosis16,39,51–53. A 

diferencia de otros compuestos, la concentración de aminoácidos se mantiene 

constante a lo largo de la foliculogénesis54. 

 

La presencia de hormonas en el líquido folicular es esencial ya que estimulan la 

función de las células foliculares20,35,36. Entre las hormonas más importantes se 

pueden enlistar a las hormonas esteroidales producto de la esteroidogénesis en el 

folículo55 (Cuadro 2). 

 

Hormona Concentración (ng/ml) 
 Folículo pequeño Folículo mediano Folículo grande 
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Progesterona 326.25 ± 215.27 312.85 ± 206.35 58.18 ± 43.38 

Testosterona 27.34 ± 19.20 31.12 ± 17.20 74.12 ± 12.23 

Estradiol 33.28 ± 16.17 47.24 ± 10.13 63.74 ± 27.89 

Cuadro 2. Concentración de hormonas sexuales esteroidales dentro del líquido 

folicular de la vaca (Modificado de Tabatabaei S et al., 2011). 

 

2.3 Maduración del ovocito 
 
A las 16 semanas del desarrollo embrionario del bovino, las ovogonias ya 

colonizaron las crestas gonadales, comenzaron su meiosis y se detuvieron en la 

fase de diploteno de la Profase I o fase de Vesícula Germinal (VG), conocida de 

este modo porque el núcleo del ovocito mantiene integra su membrana14,17,37. 

Durante esta fase, el ovocito se encuentra rodeado por células somáticas planas, 

que posteriormente se diferenciarán en células de la granulosa y células del 

cumulus a lo largo de la foliculogénesis42. 
 

El desarrollo del ovocito depende de su estrecha comunicación con las células del 

cumulus37. Ambas células forman un sincitio funcional a través de uniones GAP 

conocido como Complejo Cumulus-Ovocito (COC)38,56. La comunicación paracrina 

entre las células del cumulus y el ovocito es importante para que adquiera su 

competencia de desarrollo pues se ha demostrado que los ovocitos que son 

aislado de sus células del cumulus no pueden concluir la maduración nuclear y, en 

consecuencia, no pueden ser fertilizados57,58. Diferentes autores coinciden en que 

el ovocito permanece en fase de VG debido a la alta concentración de AMPc en su 

citoplasma, estimulada por los receptores transmembranales del ovocito (Figura 

5)18,59,60. 

La maduración nuclear se reanuda en la pubertad, cuando comienza la síntesis y 

liberación de gonadotropinas. Durante las últimas etapas del desarrollo folicular, la 

LH se une a su receptor en las células somáticas permitiendo que se active la vía 

de señalización PKA-AMPc-PDE3, ocasionando que la concentración de AMPc 

dentro del ovocito disminuya súbitamente60 (Figura 5). En consecuencia, el Factor 
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Promotor de la Metafase (MPF) es activado y permite la ruptura de la vesícula 

germinal (GVBD), momento en el que se asume que la meiosis se ha reanudado61. 

 

 

 
Figura 5. Mecanismos celulares que restringen y promueven la maduración 

nuclear del ovocito de bovino. (Modificado de Ruiz-Gálvez K, 2021). 

 

 
2.4 Expansión del cumulus 
 

Las células del cumulus que rodean al ovocito inmaduro juegan un papel crítico 

para el desarrollo del ovocito. Una de sus funciones es canalizar metabolitos y 

nutrientes al ovocito para ayudar a estimular la GVBD y dirigir su desarrollo a 
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metafase II62. De hecho, uno de los primeros indicadores morfológicos que indican 

una maduración exitosa del ovocito es la expansión del cumulus21,63,64. 

La expansión del cumulus es resultado del crecimiento del espacio intercelular 

debido al aumento en la síntesis de matriz extracelular, compuesta principalmente 

de ácido hialurónico21,57,63. Cuando la FSH se une a su receptor en las células de 

la granulosa activa la vía de señalización AMPc-PKA, la cual finaliza con la 

transcripción y traducción de AREG y EREG11,12,61. Posteriormente, ambas 

proteínas se unen al receptor de EGF en las células del cumulus (Figura 6)11,56. 

 
Figura 6. Vía de señalización inducida por la FSH durante la expansión de las 

células del cumulus. (Modificado de Shimada M et al, 2013, en Oocyte Physiology 

and Development). 

 

La unión de AREG y EREG al EGF-r desencadena la fosforilación de MAPK 3/1, la 

cual se encarga de regular la transcripción de los genes HAS-2 y PTGS-2, ambos 
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involucrados en la síntesis e incorporación de ácido hialurónico a la matriz 

extracelular de las células de cumulus (Figura 6)17,52. 

Durante la expansión, las uniones gap entre el ovocito y las células del cumulus 

son fosforiladas, interrumpiendo su comunicación e impidiendo la transferencia de 

los factores que permiten el arresto meiótico12,60. Este mecanismo autocrino se 

mantiene activo hasta que todas las capas de células que rodean al ovocito están 

completamente expandidas31,48,65,66. 
 
Maduración In Vitro (IVM) 
 
La Maduración In Vitro (IVM) es una práctica rutinaria para la producción in vitro 

de embriones de bovino62, consiste en la maduración artificial de Complejos 

Cumulus-Ovocito (COC) con la capacidad de desarrollarse normalmente52. Sin 

embargo, el óptimo desarrollo del COC depende principalmente del medio de 

maduración utilizado durante la IVM, ya que la transición del ovocito en estado de 

profase I a metafase II requiere de una fuente adecuada de hormonas sexuales y 

también exige un alto consumo de nutrientes que deben ser adicionados al medio 

base48,52,67. 

 

La IVM es el primer paso para poder realizar la Fertilización In Vitro (IVF), por lo 

que es fundamental evaluar la morfología del COC antes de realizar la IVM pues 

sólo el COC con un citoplasma y núcleo integros pueden ser fertilizados con éxito 

y en consecuencia dar origen a un embrión sano54,68,69. A continuación, se 

describen los elementos necesarios para que el COC de bovino se desarrolle 

adecuadamente.55 

 

3.1 Medio de Maduración 
 

La fisiología del COC ha sido descrita a lo largo de muchos años a través de 

experimentos in vitro, siendo este removido de su microambiente natural en el 

folículo y transferido a un medio de maduración artificial o medio de cultivo18,61. El 
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medio de maduración más utilizado para la IVM es el TCM199, esto se debe a 

que, si bien posee diferencias sustanciales con el medio folicular, está diseñado 

para dar un soporte base al desarrollo del ovocito (Cuadro 3)50. 

 

Compuesto TCM199  
 Concentración Unidades 
Alanina 

Arginina 

Cisteina 

Cistina 

Glutamina 

Glicina 

Histidina 

Isoleucina 

Leucina 

Lisina 

Metionina 

Fenilalanina 

Prolina 

Serina 

Treonina 

Triptófano 

Tirosina 

Valina 

281 

332 

0.56 

108 

685 

667 

104 

305 

458 

383 

101 

152 

348 

238 

252 

49 

222 

214 

µMol/L 

Glucosa (Dextrosa) 1000 mg/L 

Colesterol 0.2 mg/L 

CaCl2 

MgSO4 

KCL 

NaCl 

NaHCO3 

200 

97.67 

400 

6100 

2200 

mg/L 
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Cuadro 3. Concentración de los compuestos bioquímicos que se encuentran en el 

medio de maduraciónTCM 199 (ThermoFisher Scientific). 

 

 

Diferentes autores han concluido que para poder estimular el desarrollo del ovocito 

es esencial un microambiente artificial similar al que se encuentra en el 

folículo46,49,70. Aunque se ha logrado un mejoramiento en la eficacia de los 

protocolos de IVM, hay una falta de consistencia en el porcentaje de ovocitos en 

MII aptos para ser fertilizados si se compara con los ovocitos madurados in vivo71. 

 

3.2 Sustratos energéticos 
 

El ovocito requiere de grandes cantidades de energía para mantener su 

metabolismo, por lo que es necesario adicionar sustratos energéticos que puedan 

ser aprovechados adecuadamente por el ovocito48. Las células del cumulus 

poseen la habilidad de consumir grandes cantidades de glucosa y de este modo 

proveer al ovocito con sustratos metabólicos a través de las uniones gap52. El 

metabolismo de la glucosa es un marcador importante de desarrollo del ovocito, 

pues se sabe que además de la glucolisis, la vía de las pentosas fosfato se sobre- 

expresa durante la formación de matriz extracelular en la expansión del 

cumulus6,21,47,52. 

El TCM199 está suplementado con glucosa como fuente de energía, pero su 

concentración no es suficiente para mantener el desarrollo del ovocito (REF). Se 

ha investigado ampliamente el uso de piruvato de sodio como sustrato energético 

y diferentes autores han concluido que su adición al medio de cultivo es esencial 

para que el ovocito pueda reanudar la meiosis72. Cuando los COC son cultivados 

en un medio de IVM libre de glucosa suplementado con 5.0 mM de piruvato de 

sodio, tienen una mayor taza de reanudación de la meiosis (95.9%) y la mayoría 

de estos logra llegar al estado de MII73. 

Diferentes autores han estudiado el uso del lactato y la albumina sérica bovina 

como fuente de energía, sin embargo, sus resultados muestran que dichos 
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sustratos no son capaces de cubrir la demanda energética que exige el desarrollo 

del ovocito52,74. 

 

3.3 Suplementación con hormonas 
 

La suplementación del TCM199 con hormonas es esencial para que los procesos 

de desarrollo y maduración sean estimulados64. El uso de gonadotropinas de 

origen animal fue adoptado para la IVM desde sus primeras fases y se continúa 

investigando cómo optimizar su funcionamiento en los protocolos más recientes71. 

La FSH se utiliza en la mayoría de los protocolos de IVM ya que es capaz de 

estimular los procesos de maduración nuclear y expansión de las células del 

cumulus13,67. La concentración que se agrega al medio de cultivo puede variar de 

acuerdo con el laboratorio, sin embargo, se ha reportado que 1 ng/ml de FSH son 

suficientes para que los ovocitos de bovino puedan reanudar su meiosis11. 

 

La LH es importante para que la reanudación de la meiosis del ovocito y la 

expansión del cumulus  ocurran al final maduración, también optimiza la 

fertilización y el desarrollo embrionario40,41. Esto se debe a que la LH activa las 

vías de señalización intracelulares que permiten la expresión de genes 

relacionados con la reanudación de la meiosis y la expansión del cumulus. Para 

estimular el desarrollo de los ovocitos se utiliza la dosis de 10 ug/ml de LH durante 

la IVM. Esta reportado que la maduración del ovocito es similar cuando ambas 

gonadotropinas se usan de forma independiente, pero, al usarse en conjunto se 

incrementa el porcentaje de clivaje de los embriones75.  

 

3.4 Suero Fetal Bovino  
 

La fuente más común de proteínas durante la IVM es el Suero Fetal Bovino (FBS) 

ya que contiene proteínas de transporte de baja afinidad y es rico en componentes 

como son: esteroides, vitaminas, ácidos grasos y colesterol76,77.  
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El FBS se obtiene de la sangre de fetos de bovino, lo que vuelve inconveniente su 

uso pues es una potencial fuente de contaminación viral y bacteriana lo que vuelve 

obligatorio el uso de antibióticos de amplio espectro que impidan el crecimiento 

bacteriano en le medio de IVM, además de tener conflictos éticos por su método 

de obtención78. Otros conflictos técnicos el FBS suprime la función del Factor de 

Crecimiento Transformante 	 ß-1, lo que reduce la tasa de ovocitos maduros en 

todas las especies, también contiene endotoxinas que pueden interferir con el 

desarrollo embrionario después de que el ovocito es fertilizado10,76. 

 

4. Uso de Jalea Real en la IVM 
 
4.1 Propiedades bioquímicas de la Jalea real 
 

En años recientes ha incrementado el interés por utilizar productos de la colmena 

en la investigación biomédica79. La Jalea Real (JR) es un producto natural que se 

ha utilizado anteriormente como reemplazo del FBS en los cultivo in vitro de 

células de mamíferos10,77. 

La JR es producida en las glándulas hipofaríngeas y submandibulares de la abeja 

europea Apis mellifera. Una colmena sana de Apis mellifera puede producir entre 

2 y 5 kg de JR al año80. Las larvas de Apis mellifera son alimentadas 

exclusivamente con JR hasta el final de su periodo larvario permitiendo su 

metamorfosis en abejas reinas fértil y longeva2. La JR de Apis mellifera es un 

producto de alto valor nutricional ya que, aunque se encuentra compuesta en su 

mayoría por agua (60-70%), posee carbohidratos (7-18%), proteínas (9-18%) 

incluyendo aminoácidos esenciales (Val, Leu, Ile, Tre, Met, Fen, Lis y Trp) y lípidos 

(3-8%)79. Los componentes de la JR mejor caracterizados son las proteínas y los 

lípidos, pues han demostrado ser útiles para estimular la proliferación y el 

crecimiento de células de mamíferos2,3. 

Se sabe que la metamorfosis de larva a reina está mediada por la acción de la 

familia de las Proteínas Mayores de la Jalea Real (MRJP), las cuales constituyen 

entre el 80-90% del total de contenido proteico de la JR3,10,81. Existe la hipótesis de 

que la vía de señalización que regula la metamorfosis de la abeja reina está 
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mediada por la unión de dichas proteínas al Receptor del Factor de Crecimiento 

Epidermal (EGF-r)81. Por otro lado, estudios recientes reportan que las proteínas 

de la jalea real actúan como factores de crecimiento en las células de mamíferos, 

permitiendo su proliferación in vitro a través de distintas vías de señalización 

mediadas por el EGF-r10,79. 

 

La mayoría de los lípidos en la JR son ácidos grasos, en su mayoría en forma libre 

y raramente esterificados2. El Ácido 10-Hidroxi-2-Decanoico (10-HDA) es el 

componente lipídico de la JR y es un considerado un compuesto estable 

representando 3.5% del peso seco de la JR, lo que se considera como un 

estándar internacional de calidad2,82. El 10-HDA actúa como inductor de la 

apoptosis en células cancerígenas y puede modular las vías de señalización 

relacionadas con la inflamación en modelos in vitro del sistema nervioso, también 

se ha demostrado que el 10-HDA posee actividad antimicrobiana e 

inmunomodulatoria3,79.  

 

En estudios anteriores se demostró que la JR contiene también hormonas como la 

progesterona, el estradiol y la testosterona en diferentes concentraciones, mismas 

que pueden ser aprovechadas para el cultivo in vitro de células ováricas83. 

 

Hormona Concentración (ng/ml) 

Estradiol 5.4 

Testosterona 6.76 

Progesterona 17.79 

Cuadro 4. Concentración de hormonas sexuales esteroidales en la Jalea Real 

(Castro-Chávez N 2019). 

 

Otros componentes importantes de la JR son los carbohidratos que constituyen el 

30% de su peso seco, entre los más importantes encontramos fructosa, glucosa y 
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sacarosa79. También se ha demostrado que la JR mejora el metabolismo de la 

glucosa6.  

 Finalmente, la JR también contiene hierro, zinc, cobre y potasio, así como un gran 

contenido de vitaminas de complejo B79. 

 
4.2 Jalea Real como reactivo durante la IVM 
 

Las propiedades bioquímicas de la JR se han comenzado a aprovechar para el 

cultivo in vitro de células de mamífero79. La JR ha demostrado regular el 

crecimiento y proliferación in vitro de células humanas del sistema inmune a través 

de Caspasa 3, la familia de las Proteincinasas activadas por mitógenos (MAPK) y 

la Proteincinasa B (AKT)2. 

En otro estudio se evaluó el funcionamiento de la JR para sustituir el Suero Fetal 

Bovino (FBS) en el cultivo in vitro de células de origen humano. Sus resultados 

muestran con éxito que las proteínas de la JR pueden sustituir al FBS permitiendo 

el crecimiento de células renales humanas10. Por otro lado, estudios indican que la 

adición de JR al medio de cultivo está relacionada el aumento de la viabilidad 

celular en el cultivo in vitro de células hepáticas de rata, reflejado en el aumento 

de la síntesis de DNA para la producción de albúmina1,84. 

La JR se ha utilizado para la IVM en distintas especies. Está reportado que la 

adición de 10 mg/ml de JR al medio de maduración permite que los ovocitos de 

ovino lleguen al estado de MII, aumentando también la expresión de HAS-2 y 

PTGS-2, ambos genes relacionados con la expansión de las células del 

cumulus5,6. De igual manera la JR está relacionada con el incremento en el 

consumo de glucosa y la activación de los mecanismos celulares que regulan la 

apoptosis y previenen el estrés oxidativo ocasionado por las Especies Reactivas 

de Oxigeno (ROS)5 66. 

En otro estudio realizado con COCs de cabra, los resultados muestran que la 

adición de 5mg/ml de JR al medio de maduración es suficiente para estimular la 

expansión del cumulus (54.7%). Sin embargo, fue la dosis de 10 mg/ml con la que 

obtuvo un mayor número de ovocitos en MII (88±1.7)8 
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Si bien hay evidencia de que los componentes de la JR en conjunto con los 

componentes tradicionales del medio de IVM incrementan el porcentaje de 

ovocitos en MII, se desconoce qué vías de señalización son estímuladas durante 

la expansión de las células del cumulus en presencia de JR. 
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JUSTIFICACIÓN 
 
La jalea real a través de sus componentes bioquímicos y como un compuesto 

natural se ha utilizado para sustituir reactivos como el suero fetal bovino (FBS) en 

los medios de Maduración in vitro (IVM) . Por este motivo resulta importante 

estudiar, en la medida de lo posible, los efectos de cada componente de la JR 

durante la IVM de ovocitos de bovino, es decir, determinar si su uso es viable 

como reemplazo para compuestos hormonales más delicados como la FSH. 
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HIPOTESIS 
 
La Jalea Real incrementa la expansión del complejo cumulus-ovocito de vaca en 

ausencia de FSH a través de la vía de señalización EGFr-MAPK. 
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OBJETIVOS 
 
Determinar el efecto de la Jalea Real en la expansión del complejo cumulus-

ovocito de vaca en ausencia de FSH. 

 

Objetivos específicos 

 
a) Determinar el porcentaje de expansión de los COC`s después de 22 horas 

de IVM en un medio de maduración con suplementado con Jalea Real o 

FSH. 
b) Determinar la expresión relativa de RNAm de EREG, AREG, EGF-r, PTGS-

2 y HAS-2 a través de PCR en tiempo real para los tiempos 4, 8, 12, 16 y 

22 de IVM. 
c) Determinar la abundancia de MAPK 3/1 y AKT a través de Western Blot 

para los tiempos 4, 8, 12, 16 y 22 de IVM. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

El presente estudio se realizó en el laboratorio de reproducción de la Facultad de 

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autónoma de Zacatecas, 

México y en el Centro de Investigación en Reproducción y Fertilidad (CRRF) de la 

Universidad de Montreal, Canadá. 

 

Recolección de los Complejos Cumulus-Ovocito 
 
Los reactivos utilizados en el presente estudio se adquirieron de la empresa 

Sigma-Aldrich (Toluca, México; Oakville, Canadá), a menos de que se indique lo 

contrario.  

Los ovarios de bovinos se obtuvieron en el rastro TIF de Fresnillo, 

Zacatecas y se transportaron al laboratorio dentro de contenedores aislantes a 35-

37ºC con solución salina (NaCl 0.9%) en en un periodo no mayor a 40 minutos. 

Una vez ingresados los ovarios al laboratorio se lavaron de 3 a 5 veces con 

solución salina (NaCl 0.9%) adicionada con gentamicina. Los COC’s se 

recuperaron aspirando folículos de 2-8 mm de diámetro con una aguja de calibre 

18G y se colocaron en una caja de Petri con medio de recuperación TCM199 que 

contenía 50 µg/ml gentamicina. Los COC’s selecionados para este estudio 

contenian un citoplasma homogéneo, membrana celular integra y por lo menos 3 

capas de células del cumulus. 

 

Maduración in vitro 
 

Los COC’s seleccionados para su maduración se colocaron  en medio base: 

TCM199 con sales de Earl (Invitrogen, Ref. 11150059) suplementado con 100 

U/ml  de penicilina y 172 mmol/ml de estreptomicina , 22 µg/ml de piruvato 

(Invitrogen, Ref. 11360070) y 10% de suero fetal bovino (Invitrogen, Ref. 

10437028). Para la IVM de los COC’s del grupo control negativo se utilizó 

unicamente el medio base. Para los COCs del grupo control positivo estos se 
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colocaron en el medio base en presencia de 20 µg/ml de FSH ovina, mientras que 

para los COCs del grupo experimental se les coloco 10 mg/ml de Jalea Real. 

El porcentaje de expansión de los COC’s se determinó en un total de 10 

ovocitos por tratamiento, distribuidos cada uno en gotas de 50 µl de medio para 

IVM con FSH (Control positivo), con JR (Experimental) y sin FSH ni JR (Control 

negativo) . Cada gota fue cubierta con aceite mineral se incubó en una atmósfera 

húmeda a 37°C, con 5% de CO2 durante 22 horas. Cada cultivo se repitió cuatro 

veces. 

 Para estudiar el efecto de la JR sobre la expresión del RNAm de EREG, 

AREG, EGFR, PTGS2, HAS2 y las proteínas MAPK y AKT se realizó otro cultivo 

donde 10 COCs distribuidos en gotas de 50 ul fueron sometidos a IVM durante 4, 

8, 12, 16 y 22 horas en las mismas condiciones de incubación mencionadas en el 

párrafo anterior. Se repitió cada cultivo cuatro veces para cada uno de los tiempos. 

 

Evaluación de la expansión del cumulus  
 

La evaluación de la expansión del cumulus se determinó a las 22 horas de 

incubación de acuerdo a la tabla de clasificación descrita por Machado et al., 

2015. En breve: Expansión grado 1 (G1) correspondió a los COCs con pocos 

cambios morfológicos, expansión grado 2 (G2) se refiere a aquellos COC´s que 

sufrieron una expansión parcial y expansión grado 3 (G3) se estableció en 

aquellos COCs que presentaron una expansión total de las células del cumulus, 

incluyendo la corona radiata (Resultados en ANEXO 1). Para efectos del presente 

estudio, sólo se muestran los resultados para los COCs con grado de expansión 3. 

Una vez evaluada la expansión del cumulus, los COCs se separaron en grupos de 

5 y se almacenaron en tubos de microcetrífuga a -80°C. 

 

PCR en Tiempo Real. 
 

El ARN total de cada grupo de 5 COC’s se extrajo con el estuche comercial  

PicoPureTM RNA Isolation (Arcturus Bioscience Inc, Ref.12204-01) siguiendo las 

las instrucciones del fabricante. El ARN total se convirtió en ADN complementario 



37 
 

utilizando el Kit Superscript IV VILO Master Mix (Invitrogen, Ref.11756500). La 

PCR cuantitativa se realizó con SsoAdvanceTM Universal SYBR® Green Supermix 

(Bio-Rad Laboratories, Inc. Ref.172-5274), las condiciones del termociclador 

fueron de 95°C durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C, 

30 segundos a 60°C y 30 segundos a 72°C (CFX96TM Real Time System, Bio-Rad 

Laboratories, Inc). Se utilizaron dos genes de referencia (H2AFZ y YWHAZ) y los 

resultados se evaluaron a través del método 2−ΔΔCt 85. La secuencia para los genes 

de referencia y los genes objetivo está especificada en el Cuadro 5. 

 

Cuadro 5. Secuencia de los primers utilizados en el presente estudio. F: Forward 

(3’-5’) R: Reverse (5’-3’). 

Primer 
 

Secuencia 

YWHAZ F: ACC AAC ACA CAT CCT ATC AGA C 
R: CTC TCA GTA ACT  GCA TTA TTA GC 

H2AFZ F: GAG GAG CTG AAC AAG CTG TTG 
R: TTG TGG TGG CTC TCA GTC TTC 

AREG F: TAG CTG CTT TCG TCT CTG CC 
R: TCG TCT TCG AAG CAG GAT TGT 

EREG F: ACT GCA CAG CAT TAG TTC AAA CTG A 
R: TGT CCA TGC AAA CAG TAG CCA TT 

EGFR F: AAAGTTTGCCAAGGGACAAG 
R: AAAGCACATTTCCTCGGATG 

PTGS2 F: GTG AAA ACT GTA CCA CAC CCG A 
R: ACT GTG TTG GGA GTG GGT TT 

HAS2 F: TGA CCA AGA GCT GAA CAA GAT GC 
R: TCC AAG GAG GAG AGA GAC TCC 

 

 
Western-Blot. 
 

Cada grupo de 5 COC’s fue lisado con 60 μl de amortiguador RIPA (PBS 1X, pH 

7.4, 1% NP-40, 0.5% desoxicolato de sodio, 0.1% SDS, inhibidor de proteasas y 

fosfatasas) utilizando una micropipeta. Cada homogenizado se centrifugó a 10,000 

x g, el sobrenadante se separó y el boton celular se eliminó. La separación 

electroforetica (SDS-PAGE) de las proteínas de cada extracto se determinó en 

geles al 12% para el gel separador y el 5% para el gel concentrador. Para el 
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desarrollo de la electroforesis se colocaron 15 µl de muestra por pozo y se aplicó 

un amperaje constante, con 110 V por 40 minutos. Al termino, las proteinas 

presentes en el gel se transfirieron a una membrana LF-PVDF (Immunoblot® Bio-

Rad Laboratories, Inc) con un un sistema de transferencia húmedo (Mini Trans-

Blot® Bio-Rad Laboratories, Inc) a 4°C durante toda la noche (16 horas). 

Posteriormente, cada membrana se bloqueó con TTBS (10 mM Tris-HCl, 150 mM 

NaCl, 0.1% Tween-20, pH 7.5) en ausencia de albuminia y se incubó durante 1 

hora a temperatura ambiente. Al termino del bloqueo, la membrana se lavó cinco 

veces con TTBS, donde cada lavado duro cinco minutos. Finalmente cada 

membrana se incubó con el anticuerpo primario correspondiente: MAPK-t 

(Proteincinasa Activada por Mitogenos Total) 3/1 (1:1000), MAPK-p (Proteincinasa 

Activada por Mitogenos Fosforilada) 3/1 (1:1000), β-actina (ACTB) (1:1000) o AKT-

p (Proteincinasa B) (1:250) (Cell Signaling Tecnology) y se procedió con una  

incubación a 4°C durante 16 horas. Una vez concluido este último paso, las 

membranas se lavaron y se incubaron con el anticuerpo secundario (1:10,000) 

conjugado con HRP durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de la 

incubación se realizaron tres lavados de cinco minutos cada uno con TTBS. 

Finalmente,  la señal fue detectada por quimioluminiscencia con ECL 

(QuemiDocTM MP System, Bio-Rad Laboratories, Inc). La β-actina se utilizó como 

proteina de referencia con el fin de verificar la homogeneidad en la concentración 

de proteína de cada muestra. 

 

Análisis Estadístico 
 
Los datos se analizaron a través de un diseño completamente al azar utilizando el 

paquete estadístico JMP® Pro-14.3.0 (SAS Insitute Inc. 2018). Se realizó la 

tranformación de los datos de porcentaje de expansión a través de la función 

ARCsine para normalizar los datos y realizar el análisis estadístico. Se 

compararon las medias de los datos de expansión de los grupos Control, FSH y 

JR a través de un ANOVA de una vía seguido de una prueba Tukey Kramer HSD. 
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Los datos obtenidos de los ovocitos cultivados con JR en diferentes puntos de 

tiempo (4, 8, 12, 16, 22), que incluyen los resultados de PCR en Tiempo Real y 

Western Blot, fueron analizados con un ANOVA de una vía seguido de una prueba 

Tukey HSD. 
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RESULTADOS 
 
Porcentaje de expansión de las células del cumulus. 
 

El porcentaje de expansión de los COC’s en grado 3 después de 22 horas de IVM 

se presenta en la Figura 7. Como se aprecia los COC’s cultivados con 20 μg/ml de 

FSH o 10 mg/ml de JR no mostraron diferencia significativa (P>0.05), sin embargo, 

al comparar el porcentaje de expansión de estos grupos con el control negativo se 

observo un incremento (p<0.05). 

 

 
Figura 7. Efecto de la Jalea Real en el porcentaje de expansión (grado 3) del 

complejo cumulus-ovocito a las 22 horas de MIV. Los datos presentan el promedio 

± D.E. Las letras "a” y “b” indican diferencias (P<0.05). 

 

Marcadores de maduración temprana. 
 

La expresión de EREG y AREG en COC’s cultivados con JR se presenta en la 

figura 8, como se aprecia, en ambos casos la mayor expresión se observó a las 8 

horas de incubación, comparado con los otros tiempos (P<0.05). Adicionalmente, 

EGFR se expresó mayormente (P<0.05)  a las 4 horas de maduración y disminuyó 

significagtivamente hasta las 16 horas de maduración (P<0.05), tiempo después a 

JR 
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las 22 horas se apreció nuevamente un incrementó (P<0.05) en su expresión 

(Figura 8). 

 

 
Figura 8. Efecto de la JR en la abundancia relativa de RNAm de AREG, EREG y 

EGFR a las 4, 8 12, 16 y 22 de incubación. Se muestra la abundancia relativa 

comparada con los genes housekeeping H2FZA y YWHAZ. Las barras marcadas 

con “*” indica diferencia (P<0.05). 

 
 
 
 
Marcadores de expansión. 
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La expresión de HAS-2 y PTGS-2 (Fig.9) se caracterizó por un efecto bifásico es 

decir una disminución (p<0.05) a las 12 horas de incubación y un repunte máximo 

en la expresión a las 22 horas comparado con los otros tiempos (P<0.05).  

 
 

Figura 9. Efecto de la JR en la expresión relativa de RNAm de PTGS-2 y HAS-2 a 

las 4, 8, 12,16 y 22 hrs de cultivo. Los índices a y b indican diferencia (P<0.05). 

 
Identificacion  de proteínas 
 

La presencia de p-MAPK3/1 y p-AKT en extractos de proteína de COC’s cultivados 

con JR  se presenta en la figura 10. La proteína MAPK3/1 se incremento en 

función del tiempo, siendo la mayor (p<0.05) presencia a las 22 horas; en 

contraste, p-AKT presentó una disminución (p<0.05) a las 8 horas de incubación  

que se revertió desde las 16 horas hasta el final del estudio (22 horas).  
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Figura 10. Efecto de la JR en la presencia de las proteínas MAPK 3/1 y p-AKT. 

Los COC’s fueron cultivados durante 8,12, 16 y 22 h. La abundancia total de la 

proteína p-MAPK 3/1 se expresa relativa al total de MAPK 3/1, y p-AKT fue 

normalizado para  β-actina (ACTB) en todos los tiempos. El asterisco indica 

diferencia estadística (P<0.05). 
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DISCUSIÓN 
 

La expansión de las células del cumulus juega un papel importante durante 

la fertilización, ya que involucra la producción y estabilización de la matriz 

extracelular entre las células del cumulus y el ovocito52. Diferentes autores 

coinciden en que la unión de FSH a su receptor permite la transcripción de AREG 

y EREG y su posterior unión al receptor de EGF (EGFr) durante las primeras 

horas de maduración11,86. 

En este estudio se revisó el efecto de 10 mg/ml de Jalea Real sobre la 

expansión de las células del cumulus en comparación con un grupo de COC’s 

tratado con 20 ug/ml de FSH y un grupo control que no fue tratado ni con FSH ni 

con Jalea Real. La examinación de estos grupos transcurridas las 22 horas de 

maduración reveló que los COC’s de bovino pueden expandir su cumulus al ser 

estimulados con 10 mg/ml de Jalea Real en ausencia de FSH. Estos resultados 

guardan relación con los mostrados por Amiri y colaboradores (2016)5 quienes 

reportaron que los COC’s de ovino en presencia de 10 mg/ml de JR al medio de 

maduración incrementa significativamente el número de ovocitos en MII, evidencia 

que tiene similitud con lo reportado por Eshtiyaghi y colaboradores (2016)6. 

Si bien los parámetros de evaluación del presente estudio fueron distintos a 

los que se muestran en los estudio antes mencionados, nuestros resultados 

confirman el potencial de la Jalea Real para estimular la expansión del cumulus, 

aun en ausencia de compuestos hormonales. Estudios realizados anteriormente 

muestran que la Jalea Real es un excelente sustituto del Suero Fetal Bovino 

(FBS), pues contiene compuestos proteícos como las proteínas mayores de la 

Jalea Real, mismas que se han descrito tienen funciones reguladoras en la vía de 

señalización de EGFR1,4. Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito cual es la 

vía de señalización estimulada por dichos componentes en los COC de bovino. 

 

Con el fin de conocer la posible via de señalizacion en este estudio se 

analizo la expresión de genes relacionados con la expansión del cumulus en 

diferentes puntos de tiempo (4.8,12,16 y 22 horas), para ello se observó que la 

dosis utilizada de Jalea Real sobre los COC`s de bovino generó una mayor 
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expresión de los genes, AREG y EREG a las 8 horas de iniciado el IVM (Figura 8), 

resultados que coinciden con el efecto generado por la FSH en el COC`s de 

bovinodurante la IVM 11,13,14  .  

Adicionalmente, se presentó un incremento en la expresión del EGFR a las 

22 horas de IVM (Figura 8). Esta última evidencia guarda relación con el estudio 

de Caixeta (2013), quienes reportaron que la expresión de EGFR en COC’s de 

bovino carentes de FSH disminuye gradualmente a lo largo de la maduración, pero 

aumenta nuevamente a las 20 horas de maduración11. Aunque los autores no 

explican la razón de este fenómeno, se sabe que la expresión de los genes de 

expansión del cumulus está regulada por la activación de EGFR durante las 

últimas horas de IVM67. Como ya fue mencionado anteriormente, la JR contiene 

proteínas capaces de estímular la expresión de EGFR para diversos efectos, 

principalmente durante la metamorfosis de la abeja reina1,3. Con base en lo antes 

mencionado, se propone que la ausencia de FSH en medio de IVM permite que 

los componentes proteícos de la Jalea Real estimulen la sintesís del ARNm de 

este receptor a las 22 horas de IVM. Por otro lado, los resultados obtenidos en la 

expresión de HAS-2 y PTGS2 coinciden con los mostrados por Amiri et al 2016 

quienes observaron que ambos genes se expresa en mayor abundacia cuando los 

COC’s de ovino son cultivados con 10 mg/ml de JR5, lo que, en conclusión de 

dichos autores, se encuentra relacionado con el aumento del metabolismo de la 

glucosa a través de la vía de sintesis de hexosamina, fenómeno necesario para la 

sintesis de ácido hialurónico durante la expansión del cumulus52,74. 

 

En conjunto, los resultados ya mencionados apoyan nuestra hipótesis 

principal, la cual se basa en que la Jalea Real activa un patrón de expresión de 

varios genes, incluyendo AREG/EREG, EGFR y HAS-2/PTGS2. Esto se encuentra 

respaldado por los resultados obtenidos en los patrones de activación de AKT y 

MAPK 3/1 en los COC de bovino cultivados con Jalea Real (Figura 10) para 

diferentes puntos de tiempo. Con base en lo mencionado, se considera que el 

escenario más plausible es que la Jalea Real actúa directamente sobre las células 

del cumulus del COC a través de la activación de MAPK 3/1. Es importante 
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señalar que la expresión de HAS-2 y PTGS2 es regulada por MAPK 3/1, 

permitiendo que las células de la granulosa sinteticen y liberen ácido hialurónico 

en el espacio extracelular cuando se están expandiendo 87,88. MAPK 3/1 es 

activada por la vía de señalización de EGF en las células del cumulus de bovino, y 

aunque no es una proteína que esté involucrada exclusivamente en este evento, 

está bien documentado que su activación está estrechamente relacionada con la 

regulación de HAS-2 y PTGS2 en las células del cumulus89. Mientras que, el 

incremento de la actividad de AKT depués de las 12 horas implica que la Jalea 

Real exherta la actividad anti-apoptótica y el metabolismo de la glucosa en el COC 

de bovino a través de esta via para apoyar el proceso de maduración directamente 

en el ovocito.  

 

La información que se ha generado en este estudio nos hace concluir que la 

Jalea Real posee un compuesto de origen proteíco que puede unirse a los 

receptores de FSH o EGF para estimular la expansión del cumulus en el COC de 

bovino. Esto nos trae una pregunta fundamental: ¿Qué pasaría en la expansión de 

los COC’s de bovino en presencia de Jalea Real y FSH? La Jalea Real contiene 

proteínas, como la Royalactina, que permiten la metamorfosis de la larva en abeja 

reina, a través de la estimulación del EGFR81. De igual forma, otros estudios han 

concluido que la Proteína Mayor de la Jalea Real 1 (MRJP1) puede extender la 

vida de Drosophila melanogaster y de Ceanorhabditis elegans al modular la vía de 

señalización de EGFR1. Además, en estudios realizados previamente se demostró 

el potencial de la Jalea Real como sustituto del Suero Fetal Bovino (FBS) pues 

contiene elementos como glucosa y antioxidantes que mejoran las condiciones del 

medio de cultivo para células de mamiferos3,10,79.Con base en esta información, se 

genera la hipótesis de que la presencia de FSH y Jalea Real aumentarían el 

porcentaje de COC’s de bovino expandidos al potenciar la función de la vía de 

EGF-EGFR. A pesar de esto, sí la Jalea Real es agonista u antagonista de la FSH, 

es una pregunta que queda abierta para su investigación en futuros estudios. 
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CONCLUSIÓN 
 

Los resultados del presente estudio demuestran que 10 mg/ml de JR 

permite la expansión de los COC de bovino en ausencia de FSH. Hasta donde se 

tiene conocimiento este es el primer estudio que demuestra el efecto de la jalea 

real sobre la expansión de los COC’s de la especie bovina en un medio de 

maduracion in vitro en ausencia de FSH posiblemente a través de la vía de 

señalización EGFR-MAPK (Figura 11). 

Este estudio ha contribuido a determinar la posible vía a través de la cual 

los componentes de la Jalea Real se encuentran interactuando con las células del 

cumulus durante la IVM del COC de bovino. Sin embargo, es necesario realizar 

más estudios para determinar el componente específico de la Jalea Real que 

permite la activación de las rutas de señalización evaluadas en este estudio y 

también, es necesario realizar más estudios para determinar sí la Jalea Real 

puede interactuar con otras vías de señalización relacionadas con la maduración y 

la expansión del cumulus en el COC de bovino, así como sus posibles efectos 

agonistas u antagonistas en presencia de hormonas. 

 
Figura 11. La Jalea Real estimula la transcripción de AREG/EREG que, a través 

de  la activación de EGFR, estimulan la vía de señalización de MAPK 3/1 y AKT, 

para estimular la transcripción de HAS-2 y PTGS-2 cuyos productos promueven la 

expansión de las células del cumulus en el COC de bovino. 
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ABREVIACIONES 

 
ACTB β-Actina 

AREG Anfirregulina 

ARNm Ácido ribonucleico mensajero 

AKT AK 

AMPc Adenosin monofosfato cíclica  

GMPc Guanosin monofosfato cíclico 

CNP Péptido natriurético C  

COC Complejo cumulus ovocito 

E2 Estradiol 

ECL Quimioluminiscencia mejorada 

EGF-like Similar al factor de crecimiento epidermal  

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidermal 

EREG Epirregulina 

FBS Suero fetal bovino 

FSH Hormona foliculoestimulante 

GnRH Hormona liberadora de gonadotropinas 

GTP Guanosin trifosfato 

GVBD Ruptura de la vesícula germinal 

H2AFZ Histona 2A 

HAS-2 HIaluronano sintasa 2 

HRP Peroxidasa del rabano picado 

IVM Maduración in vitro 

JR Jalea real 

LH Hormona luteinizante 

MAPK Proteincinasa activada por mitógenos 

p-MAPK 

MII Metafase II 

MPF Factor promotor de la meiosis 

PTGS-2 Prostaglandin-endoperóxido sintasa 2 
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ROS Especies Reactivas de Oxígeno 

TCM 199 Medio de Cultivo de Tejido 199 

TTBS Solución salina buferada con TRIS + Tween 20 

YWHAZ Proteína Z activadora de la Tirosin-3-Monooxigenasa/Tirosin-5-

Monooxigenasa 
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ANEXO 
 
Anexo 1. Porcentaje de expansión (%) de los COCs de bovino cultivados con 
JR, FSH o sin hormonas (Control) después de 22h. 
 

Grado de 
Expansión 

n Control Jalea Real FSH 

1 40 92.5 2.5 2.5 

2 40 5 10 7.5 

3 40 2.5 87.5 90 
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