S //Z)ézrl

R -
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXIGO }f J
YNIVERADAD NACIONAL
AVEATMA DE FACULTAD DE MEDICINA
MEXICO

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO E INVESTIGACION

TESIS

"IDENTIFICACION DE ACTIVIDAD QUIMIOTACTICA PARA ESPERMATOZOIDES EN

EL LIQUIDO FOLICULAR HUMANQ"

QUE PRESENTA:

Marco Antonio Avila Vergara
PARA OBTENER EL GRADO DE:

Maestro en Ciencias Médicas

México, D.F.

1993.

Esis CON



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



Introduccidn
Antecedentes
Objetivos
HipStesis
Material y métodos
Resultados
Conclusiones
Comentarios

Bibliografia

INDICE

Pagina

22
22
23
28
40
41
44



~1-

INTRODUCCTION,

La fertilizacién es el proceso por medio del cual dos células
sexuales (gametos) se fusionan para formar un nuevo individuo con
potenciales genéticos derivados de ambos progenitores (1). En el ser
humano, para que este proceso se lleve a cabo en condiciones
naturales es necesario que la mujer sana en etapa reproductiva,
durante el ciclo menstrual libere un ovocito maduro, lo cual ocurre
aproximadamente en cada mitad del ciclo; y por otra parte, que de
los millones de espermatozoides depositados en la vagina durante el
coito, unos cuantos sean capaces de alcanzar la regidn ampular de la
trompa de Falopio, que es el sitio donde se lleva a cabo la
fertilizacidn (2-4). Se han propuesto una serie de mecanismos por
medico de los cuales el espermatozoide alcanza el sitio de la
fertilizacidn, tales  como: la motilidad intrinseca del
espermatozoide, la contractilidad uterfina y vaginal, los movimientos
ciliares y peristdlticos de la trompa de Falopio, asi como
propiedades biofisicas y bioquimicas de las secreciones del aparato
genital femenino (5-11); que por si mismos no explican la eficiencia
en el transporte selectivo del espermatozoide dentro del tracto
genital femenino, el cual requiere de un incremento en la motilidad
intrinseca y orientacién de la direccidén hacia el ovocito. Esto
podria estar dado por factores contenidos en el liguido folicular
(12-15). Por otra parte, las evidencias clinicas de migracidn
transperitoneal del espermatozoide y fertilizacidn del ovocito, en

pacientes con un solo ovario y trompa contralateral, o en
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condiciones en las cuales necesariamente el espermatozoide se
traslada a través del peritoneo para alcanzar el sitio de 1la
fertilizacifn (16-22), sugieren la existencia de sefiales bioguimicas
capaces de orientar el movimiento del espermatozoide hacia el
ovocito en el humano. El origen de estas sefiales guimiotacticas
podria ser el liquido folicular del ovocito maduro, tal y camno ha

sido demostrado en otras especies (23-26).
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ANTECEDENTES.

TRANSPORIE DEL OVULO AL SITIO DE LA FERTILIZACION.

En la mayoria de los mamiferos, incluyendo al humano, el sitio de
la fertilizacidn es la regidn ampular de la trompa de Falopic (2
27); sitio al cual deben de arribar por una parcte los
espermatozoides depositados en la vagina, durante el coito, y por
otra parte el ovocito (&vulo) desprendido al momento de la ovulacidn
del ovario. ¢C8mo alcanzan los gametos masculine y femenino
(espermatozoide y dvulo) el sitio de la fertilizacidn en el humano?.
Ha sido una pregunta resuelta parcialmente.

Al momento de la ovulacidn, el desarrolleo del ovocito ha
alcanzado el estadio de metafase de la segunda divisifn meidtica, y
es desprendide del ovario rodeado por la zona pelicida y células
foliculares gue constituyen la corona radiada y cumulus oophurus
(28). Se admite gque las contracciones de las trompas uterinas ponen
en estrecho contacto los extremos de la fimbria con la superficie .
del ovario, de suerté que el Svulo puede ser recogido por la trompa
uterina y ser llevado hacia la regién ampular por la combinacidn de
las contracciones musculares, movimientos ciliares y circulacién de
las secreciones tubdricas (29,30), la permanencia del Svulo en 1la
regién ampular dura de 1 a 2 dias, donde espera el arribo de los
espermatozoides (3}, y solamente si es fertilizado continuard su

desarrollo (4).
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‘TRANSPORTE DE LOS ESPERMATOZOIDES EN EL APARNTO GENITAL FEMENINO.

Una vez llevada a cabo la espermatogénesis en los tiibulos
seminiferos, los espermatozoides son transportados pasivamente por
las contracciones musculares, movimientos ciliares y circulacidn de
las secreciones de los tibulos seminiferos hacia la rete testis y
epididimo, donde alcanzan su madurez y capacidad de movimiento (31).

Al momento de la eyaculacidén unos doscientos ochenta millones de
espermatozoides son depositados en la vagina, y solamente uncos 800
aproximadamente alcanzardn el sitio de la fertilizacidn (27). 1a
vagina constituye un medio hostil para los espermatozoides debido a
su pll  &cido, el cual es contrarrestado por la capacidad
amortiguadora del moco cervical y plasma seminal, ademds de 1la
propiedad del plasma seminal de formar un codagule para mantener un
mayor nimero de espermatozoides congregados cerca del orificio
cervical externo, y de esta forma al desintegrarse permitir un mayor
nimero de espermatozoides accesibles al moco cervical (32). El papel
de las contracciones vaginales y uterinas, asi coma la presidn
negativa durante el coito para favorecer el transporte espermitico
no es muy claro en el hunano (33); ya que aiin en ausencia de
orgasmo, los espermatozoides son capaces de ascender por el aparato
genital femenino, tal y como sucede en los casos de inseminacifn
artificial, en los cuales se han recuperadc espermatozoides en la
trompa de Falopio a los cinco minutos de efectvada la inseminacidn

(34). Siendo clarc que la motilidad propia del espermatozoide de 25-
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50 um/seg i35) y los factores mencionados ne explican el réapido
ascenso de los espermatozoides al sitio de la fertilizacidn.

Transporte a través del cérvix. Las caracteristicas bioldgicas y
fisico-quimicas (contenido de leucocitos e inmunoglobulinas,
filancia, cristalizacidn, arborizacidn, cantidad, wviscocidad, etc)
del moco cervical, solamente permiten la entrada de los
espermatozoides en la fase folicular tardia y primeros dias
postovulatorios (36).

Una vez que los espermatozoides han penetrado el moco cervical
pueden ocurrir los siguientes eventos:

a). Fase de transporte rapido de los espermatozoides, en la cual
inmediatamente despuds del coitoc los espermatozoides alcanzan el
orificio cervical interno a los 1.5-3 minutos después de 1la
eyaculacién, y algunos alcanzan el sitio de la fertilizacidén a los 5
minutos, el transporte es facilitado por la contractilidad uterina y
tubaria (34,37).

b). Fase de colonizacidn de los reservorios. se caracteriza por
la ocupaci6én de las glandulas endocervicales, y es favorecida por
las caracteristicas fisicoquimicas del moco cervical y. por las
secreciones del aparato genital {(38).

¢). Fase de liberacién 1lenta de los reservorios. los
espermatozoides son liberados secuencialmente de los reservorios

hasta 7 dias después de la inseminacién o coito {39).



—6-

-Lés funciones del cérvix en el transporte espermditico incluyen:

a) -Proteccidn de los espermatozoides del medio hostil de la
vagina, por medio de la accidn amortiguadora del moco cervical sobre
el pH dcido de la vagina. .

b) Proveer un medio receptivo adecuado para la ocupacidn de los
reservorios glandulares endocervicales por los espermatozoides en el
periodo periovulatorio, y de restriccidn en otras fases del ciclo.

c) Suninistro de los requerimientos  energéticos  del
espermatozoide, por las secreciones cervicales y del aparato
genital.

d)} Funcién de filtro o barrera, por medio de la formacién de
filamentos de mucina en disposiciGn de canales paralelos o de
estructuras reticulares. '

e) Regulacidn inmunoldgica, a traves de una disminucidn de la
cantidad de inmunoglobulinas (IgA, IgG), lisozima, lactoferrina, y
de células fagociticas a la mitad del ciclo menstrual.

£} Capacitacién espermitica.

Estas funciones del cérvix estan reguladas fisiolSgicamente por
el estado hormonal estrdgeno-progestigeno del ciclo ovulatorio
{5.8,9,40).

_ Transporte a través del Gtero. Se ha demostrado, en pacientes a
quienes se ha efectuado aspiracién de la cavidad uterina y conteo de
espermatozoides posterior al coito o inseminacidn artificial, gque se

encuentra un mayor nimero de espennatozoides en el periodo
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periovutatorio, y solamente muy escasos en la fase folicular
temprana o fase litea tardia (10), por lo que ademds de la motilidad
intrinseca del espermatozoide y la contractilidad uterina, influye
en el transporte espermdtico la fase ovulatoria del ciclo menstrual
(11).

Transporte en la trompa de Falopio. En el humano no existe un
mecanismo de barrera para el ascenso de los espermatozoides en la
unién {itero-tubdrica, a pesar de su difmetro tan reducido (0.1 a 1
mm), y una vez alcanzada la regidn iIstmica la mayoria de ellos
permanecen ahi, hasta el momento de la owvulacidn (41); para
trasladarse a la regién ampular por su propia motilidad. ILa
contractilidad tubaria, movimientos ciliares vy Elujo de 1las
secreciones tubdricas no parecen ser indispensables para el
transporte espermitico, ya que en mujeres con enfermedad de
Rartagener no hay actividad ciliar y logran embarazos a término
(42). Los mecanismos fisioldgicos que regulan la actividad muscular, |
ciliar y secretoria de la trompa uterina manteniendo un medio
adecuado para el transporte espermitico incluyen:

a) Hormonas esteroides (estradiol y progesterona).

b) Catecolaminas (receptores adrenérgicos alfa y beta).

c¢) Prostaglandinas.

d

-

Péptidos (oxitocina, VIP, neuropéptide ¥, sustancia P).

e} Otras sustancias (AMPe, GABA) (32).
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FUNCION DEL LIQUIDO FOLICULAR EN EL TRANSPORTE ¥ CAPACITACION DE LOS
ESPERMATOZOIDES.

En otras especies de mamiferos, el transporte de los
espermatozoides en el aparato genital femenino, es influido por la
presencia de productos de la ovulacidn (6vulo o sus investimentos y
liquido folicular} en la trompa uterina (15,43). En la mujer, el
mayor nitmero de espermatozoides se encuentra en la trompa uterina,
en la cual se localiza el Ovulo o lado en gue se llevd a cabo la
ovulacidn (villanueva DC. Comunicacidén personal). Otros estudios
confirman el hallazgo de un mayor nimero de espennatdzoides en la
trompa uterina, en presencia de un foliculo maduro (11). Asi mismo,
el efecto del 1iquido folicular sobre los espermatozoides, fud
propuesto desde las primeras observaciones de Yanagimachi.y Chang en
1964, en las cuales se demostrd el efecto capacitante del liguido
folicular sobre los espermatozoides del hamster dorado; al
fertilizar in vitro &wulos por espermatozoides obtenidos. del
epididimo, en ausencia de secreciones uterinas y del oviducto. Este
hallazgo ha sido confirmado en otras especies, incluyendo al humano
(13,52,56).

Capacitacidn espermdtica. Los espermatozoides de los mamiferos,
madurados en el epididimo y eyaculados, no son capaces de fertilizar
el ovocito, deben de permanecer en el aparato genital femenino por
un tiempo antes de adguirir su capacidad para fertilizar el ovocito;

durante su estancia en el aparato genital femenino sufren algunos
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cambios fisioldégicos que le permiten fertilizar al ovocito, a estos
cambios funciocnales se les denomina capacitacién espermitica
(52,53), lLa capacitacidén es un proceso continuo gue ocurre durante
el transporte del espermatozoide a través del aparato genital
femenino, y se inicia desde su paso a través del cérvix, y
fisioldgicamente completado hasta que alcanza el ovocito (a menos
gue los espermatozoides permanezcan por periodos prolongados en los
reservorios del aparato genital femenino)} (54,57).

Durante la capacitacidén espermitica se modifica la configuracidn
bioguimica de la membrana celular de la cabeza del espermatozoide,
lo cual es indispensable para gue se lleve a cabo la reaccidn
acrosomal una vez que el espermatozoide hace contacto con la zona
pelilcida del ovocito, resultando en la liberaciSn de las enzimas
proteoliticas (Acrosina, Hialuronidasa) contenidas en la vesi
cula acrosomal, y que le permiten penetrar la zona pelficida y
fertilizar al ovocito. En cuanto a las alteraciones bioguimicas que .
sufre el espermatozoide durante este proceso, existen dos hipdtesis:
Una que propone modificaciones en la bicapa de lipidos de 1la
membrana celular; especificamente en el contenido de colestercl y
fosfolipidos, lo cual provoca una desestabilizacidn prematura de la
membrana celular (58,59). Y otra que propone, que la reaccién
acrosomal tiene mucha similitud con los eventos de exocitosis de las
células scmdticas; los estimulos gue inician la reacecidn acrosomal

provienen del ovocito o sus productos (liquide Efolicular) (60-
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63), los cuales activan proteincinasas a través de la via receptor—
protéina-c, y la formacién de segundos mensajeros gque activan la
cascada de fosforilacidn (57). Al mismo tiempo durante la
capacitacién, se remueven factores “que cubren' (polimeros de
galactosa y N-acetilglucosamina} la superficie externa del
espermatozoide (56,64,66) y gque le permiten reconocer moléculas
especificas de la zona pelicida (67). Por lo que adem3s de las
secreciones del aparato genital Ffemenino en el proceso de
capacitacidén espermitica, el 1liguido folicular de los foliculos
maduros (foliculos DeGraafl © foliculos terciarios), no solamente
tiene una funcidn capacitante del espermatozoide (13,14,44,46), o de
incremento en la motilidad y viabilidad de los espermatozoides
(12,47,49); sino que también ejerceria un efecto quimiotéético hacia
el espermatozoide, como ha sido demostrado en otras especies (50~
51}).

LIQUIDO FOLICULAR,

Formacién de foliculos. Aproximadamente, el dia 24 de la vida
fetal nacen célulag germinativas en el saco vitelino, mas tarde, se
desplazan hacia el surco gonadal durante la gquinta semana del
desarrolle para formar la gfnada indiferenciada. Estas células
germinativas inicialmente residen dentro de nidos sin estroma
interpuesto, conocidos camo las células del sicitio. La penetracidn
de estroma entre los ovocitos sefiala el desarrollo de los foliculos

primordiales. La maduracidn del niicleo del ovocito en esta etapa se
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detiene en la profase de la primera divisidn meiStica, y la duracidn
de este estado de reposo es variable. Los primeros cambics del
desarrollo que tienen lugar cuando los foliculos primordiales
abandonan su estado inactivo y restablecen el desarroilo, son
independientes de la estimulacitn par gonadotropinas.,
rvorfoldgicamente, el ovocito aumenta el volumen desde 15 pm hasta
80-100 pm, se forma la zona pellcida, y las c&lulas de la granulosa
alrededor proliferan para formar dos o mis capas. Estos foliculos
no tienen antro y se consideran foliculos primarios. El proceso
tiene lugar durante toda la etapa juvenil prepuberal y reproductora,
incluyendo los afios del climaterio, y no estd afectado por
gonadotropinas circulantes o por la dindmica de los esteroides
sexuales (68,69). Cuando los foliculos primarios maduran, ‘empiezan a
formarse pequefias acumulaciones de liquido alrededor de las células
de la granulosa. A medida gue progresa el desarrollo, estos pegueiios
acumulos establecen coalescencia y se forma una cavidad llena de
1iquido (LIQUIDO FOLICULAR), o sea el antro. Al mismo tiempo que
ocurren estos cambios aparece una capa de cGlulas de la teca
vascular f(teca interna), que esti separada de las c&lulas de la
granulosa por la ldmina basal, y otra capa de células mis externa
avascular (teca externa). Estos cambios morfoldgicos marcan el
desarrollo de foliculos secundarios y terc;i.arios. Estas etapas del
desarrolle son dependientes de gonadotropinas (69-70).

La formacién del foliculo antral es un indicador de crecimiento
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folicular dependiente de  gonadotropinas y de capacidad
esteroidogénica de las c&lulas foliculares. La formacidn del antro
es inducida por la accidn de FsSH, y no solamente de IH, y
presumiblemente refleja cambios en la funcidn secretora de las cé&
lulas de la granulosa, dependientes de FSH, asi como el influjo de
liquido intersticial (71,72). En la mujer, por cada ciclo menstrual
se desarrollan en promedio 28 foliculos antrales, de los cuales uno
alcanza el mayor volumen de 15 a 20mm de didmetro y es el gue madura
y libera al évulo, transformindose posteriommente en cuerpo liteo
productor de progestercna, mientras el resto de foliculos sufren
atresia (73). Durante el desarrollo del foliculo antral las
caracteristicas morfolGgicas, bioquimicas y esteroidogénicas, varian
de acuerdo a su edad y volumen (72-77) .
Composicién del 1liguide folicular. El 1liquido folicular se
compone de secreciones del folicule y de exudados del plasma. Su
composicién refleja cambios en los procesos secretores de las
células de la granulosa y teoca interna; asi como alteraciones en los
componentes del plasma secundarios a procesos fisiolégicos o
patolégicos (72). La presencia de liquido folicular en diferentes
especies testifica la importancia en la fisiologia del ovario
(esteroidogénesis, desarrollo folicular, maduracion del o&vulo,
ovulacidn), transporte del Svulo, y efectos sobre el espermatozoide
(incrementc de la motilidad y viabilidad, capacitacidn, reaccidn

acrosomal). Algunas de las caracteristicas fisicas, componentes
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inorgdnicos,carbohidratos, mucopolisaciridos, lipidos, proteinas,
gonadotropinas, hormonas esteroides y otros compuestos se ilustran
en el cuadro I.

El microambiente folicular estd determinado, por el estado de
desarrollo de cada foliculo, integridad de la membrana basal
folicular y del ambiente extrafolicular; siendo caracteristicamente
variable tanto el contenido, como su estado funcional. En la mujer
la magnitud del foliculo de De Graaf maduro varia de 15 a 22 nm de
didmetro, conteniendoc de 1.5 a 5.5 ml de liquido. El liquido
folicular humano es ligeramente amariliento y poco viscoso. EL
contenido electrolitico, la presidén osmbtica y la cifra de pH son
muy similares a los del plasma. La presidn de 02 Y 032 son de 54muHg
y 35mmHg respectivamente. -

Componentes  inorgédnicos., El contenido de sodio, potasio,
magnesio, cloro, calcio, =zinc, cobre y fosfatos inorgénicos se
encuentran en concentraciones muy parecidas a las del plasma.

Componentes orgénicos de bajo peso molecular. La concentracidn de
glucosa en el liquido felicular corresponde al 40-50% de la del
plasma, encontrindose también otros carbohidratos en concentraciones
menores a las del plasma. Los aminodcidos, en especial los
aminodcidos bdsicos y el dcido ascdrbico estan mds elevados que en
el plasma, el dcido lictico se encuentra en concentraciones menores.
También se demuestra la presencia de purinas, AMP-ciclico y

prostaglandinas de la serie E y F en concentraciones variables.
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Hommonas. Dependiende de la fase del ciclo menstrual y del tamafio
folicular, existen diferencias en la concentracidn individual de
hormonas en el ligquido folicular y plasma.

Las gonadotropinas se encuentran en el liquido folicular durante
todo el ciclo menstrual en concentracicnes mis bajas que en el
plasma, incrementandose en la fase folicular tardia en foliculos
mayores de 8mm, no siendo mayor del 60% para FSH y 30% para LH de
las concentraciones del plasma. A diferencia de FSil la cual se
detecta en todas las fases del ciclo, LH sdlc puede ser detectada en
los foliculos pequefios a la mitad del ciclo.

Prolactina. En promedio las concentraciones son menores que en el
plasma, su concentracidn es significativamente menor en los
foliculos mayores durante la fase folicular tardia que env los otros
estadios del ciclo menstrual, con excepeidn de los grandes foliculos
durante la fase ldtea temprana. El patrdn general de prolactina
indica una disminucidn progresiva en su concentracidn Qurante la
fase folicular, seguida por un incremento durante la fase litea.

Hormonas esteroides. A diferencia de las gonadotropinas, las
concentraciones de las hormonas esteroides en el liquido folicular
son siempre mds elevadas gue en el plasma. En el curse del
desarrollo folicular, el estradiol y la progesterona se incrementan
en el liguido folicular mientras que la testosterona disminuye al
mismo tiempo, asi como la androstenediona. Comparando los niveles de

hormonas esteroides: testosterona, estradiol y progesterona en
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foliculos terciarios menores de 1 cm, sin signos de luteinizacién,
la razdn entre contenido en plasma y liguido folicular seria: 1:800
para testosterona, 1:6300 para estradiol y 1:520 para progesterona.
Y para foliculos de De Graaf mayores de 1 cm y con signos de
luteinizacidén, la razdn es: 1:55 para testosterona, 1:13000 para
estradiol y 1:3000 para progesterona.

Androstendiona, la concentracidn es significativamente menor en
la fase proliferativa tardia, a diferencia de los foliculos menores
{4-8 mm) en los cuales se encuentra significativamente elevada.

Otras hormonas de naturaleza proteica como: inhibina, activina y
folistatina también se han encontrado en el liquido folicular,
observandose los mayores niveles de inhibina en la fase folicular
tardia y disminucidn en la fase litea, y otroé péptidos
relacionados.

También se ha identificado la globulina transportadora de
hormonas sexuvales (SHBG), cuyas concentraciones en el liguido
folicular varian entre cada uno de los foliculos, con rangos por
arriba y por debajo de las concentraciones de SHBG en plasma.

La oxitocina y vasopresina se encuentran en concentraciocnes
treinta veces mayor que en el plasma.

Polisaciridos. La viscosidad del liquido folicular se debe a la
presencia de mucopolisacidridos, el liquido folicular es una fuente
importante de estos compuestos gque incluyen: condroitin sulfato,

scide hialurdhico y sulfate de heparina, La concentracidn de
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condroitin sulfato y sulfato de heparina disminuye con la maduracidn
folicular, mientras el Scido hialuronico se incrementa.

Proteinas. Debido a que la barrera folicular se encuentra
sometida a una presidn capilar, se encuentran en el liquido
folicular la mayor parte de las proteinas plasmiticas menores de
1000000 de peso molecular y por lo tanto las concentraciones de cacia
una de las proteinas en el liquido folicular dependerd de su volumen
y peso molecular. El contenido de proteinas totales en el liquido
folicular es el mismo que en el plasma, sin embargo las proporciones
son diferentes tanto en el liquido folicular como en el plasma. La
dlbumina con un peso molecular de 69000, se encuentra en
concentraciones mayores que en el plasma. Otras proteinas con pesos
moleculares mayores, caome las inmuneglobulinas se encuentran en
menor  cantidad. Ias macroglobulinas como la  IgM, Alfa
2-macroglobulina y B-lipoproteina estn muy bajas © no son
detectablés. El fibrindgeno, la transferrina y las inmunoglobulinas
IgG e Igh, asi como las glucoproteinas del complemento se encuentran
en cencentraciones menores gue las del plasma,

Ademds de las proteinas del plasma en el liguido folicular, se
han identificado proteinas producidas por el foliculo tanto por las
célulag foliculares como por el ovocito: inhibina, activina,
folistatina, inhibidor de maduracidn del ovocito (OMI), factores de
crecimlento (ILFs) y sus proteinas transportadoras, glucoproteinas

de la =zona pelicida (zP1,2P2,ZP3).
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Actividades enzimiticas. Se han identificado las siguientes
enzimas: 3B-hidroxiestercide deshidrogenasa, 17Alfa-hidroxilasa,
Cl7-20 liasa, 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, 20Alfa-hidroxies-
teroide deshidrogenasa, aromatasa, 118-hidroxiandrostenediona, protea
sas, transaminasas, fosfatasas, aminopeptidasa, endopeptidasa, lisozi
ma, ATPasa, hialuronidasa, Alfa-amilasa, ribonucleasa, metaloprotea-
sas, dismutasa de superdxido. Algunas de estas enzimas nuestran en
comparacidn con el plasma cifras mis altas.

Algunos componentes celulares del sistema inmune y sus productos
como interleucinas y factores de necrosis tisular también se han

identificado en el liquido folicular (23, 72-78, 94-118}.

PROPIEDADES QUIMIQTACTICAS DEL LIQUIDC FOLICULAR.

El fendmeno de neovascularizacidn durante el desarrollo
folicular, ha sido reconocido desde las observaciones de Basset en
1943, como un componente fundamental de la funcidn ovarica; esto
implica la proliferacidn (mitog@nesis) y la migracidn direccional de
las células encioteliales (guimiotaxis) en el sitio de desarrollo
folicular, Ademds de las observacicnes de Zachariae y Espey de una
mayor concentracidn de leucocitos y plaguetas en los foliculos
periovulatorios. Se ha demostrado que el liquido folicular humano y
de otros mamiferos, tiene propiedades angiogénicas, mitog@nicas y
quimiotécticas sobre células endoteliales y leucocitos (79-82).

Efecto  guimiotdctico del 1liguido folicular sobre los
espermatozoides. La gquimiotaxis, reaccidn en la cual la direccitn
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Cuadro 1. SUSTANCIAS IDENTIFICADAS EN EL LIQUIDO FOLICULAR HUMANG.

Componentes inorgdnicos
io

Potasio

Magnesio

Cloro

Calcio

Zinc

Cobre

Fosfatos inorginicos

Componentes organicos de bajo peso molecular
Glucosa
Fructuosa
Acido ascdrbico
Acido léctico
Purinas
I\MPC

Mucopolisacaridos

proteinas plasmiticas
Albimina
Alfa l-globulina
Alfaz—globulina
Beta=globulina 5,
Inmunoglobulinas o
IgA i

IgG
Complemento
Transferrina
Fibrindgeno
B-Lipoproteinas
Globulina transportadora de hormonas- sexuales (SHBG)

Proteinas producidas por el foliculo

Inhibina

Activina

Folistatina

Inhibidor de maduracidn del ovocito (OMI)

Factores de crecimiento (ILFs) y sus proteinas transportadoras

Glucoproteinas de la zona peliicida (zZPl,ZP2,ZP3)
Enzimas

3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa

17 Alfa-hidroxilasa

C17-20 liasa

17/-hidroxiesteroide deshidrogenasa

20 alfa-hidroxiesteroide deshidrogenasa

- Continda
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Arcmatasa
118-hidroxiandrostenediona
Proteasas

Transaminasas
Fosfatasas
Aminopeptidasa
Endopeptidasa

Lisozima

ATPasa

Hialuronidasa
Alfa-amilasa
Ribonucleasa
Metaloproteasas
Dismutasa de superdxido

Hormonas
Hormona foliculo estimulante
Hormona luteinizante
Oxitocina
Vasopresina
Insulina
Estradiol
Progesterona
Prolactina
Testosterona
Androstendiona

Otras
Interleucinas
Factores de necrosis tisular
Células del sistema imnmune

Referencias: 29,72-78,94-118.
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de locomocidn de la c@lula es determinada por una sustancia quimica,
es un fendmeno de importancia en diversos campos de la biolo-
gia. Fué primeramente descrita desde hace cien aflos por W. Pfeffer
en el proceso reproductivo del helecho (83), desde entonces el
reconocimiento de la atraccidn de gametos por medio de sustancias
quimiotdcticas en el proceso reproductivo, ha sido demostrado en
diversas especies, incluyendo mamiferos (23-26,50). La importancia
de este acontecimiento radica en: La atraccién a distancia especie-
especifica del espermatozoide y del &vulo; y en la activacidn
especie-especifica del espermatozoide.

Atraccidn a distancia especie-especifica del espermatozoide y el
6vulo. En 1978 Richard L. Miller, demostrd que los 6&vulos de
Cnidarian orthopyxis Caliculata, no stlo secretan un factor
quimiotictico, sino que también regulan el tiempo de su liberacidn,
encontrande que cuando los Gvulos no han completado su segunda
divisién meidtica no hay atraccidn del espermatozoide al &vulo, y
que solamente despudés de que el Svulo ha completado la segunda
divisién meidtica el espermatozoide emigra hacia &l (84).
Recientemente se ha identificado la naturaleza quimica de estos
factores quimioticticos en los ovocitos de erizos de mar: SPERACT,
un péptido de diez aminoadcidos localizados en la zona pelicida de
Strongylocentrotus Purpuratus (85); y RESACT, un péptido de catorce
aminodcidos, localizados en la zona peliicida de Arbacia Punctulata

(86). La accidn de estos factores quimiotacticos es
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especie-especifica y no atrae espermatozoides de otras especies,
ademds se han identificado receptores en la membrana celular del
espermatozoide que le permiten desplazarse segin un gradiente de
concentracién de la sustancia quimiotéctica hasta que alcanza el
ovocito (87).

RActivacidn especie-especifica del espermatozoide. L2 presencia de
receptores en la superficie del espermatozoide para m3leculas
especificas producidas por el o&vulo, no sdlo resultan en el
reconocimiento especie-especifico; sino gque también ocasionan
cambios morfoldgicos y funcionales en el espermatozolide, reflejados
a través de un incremento en su metabolismo, motilidad, capacitacidn
¥ activacion de los mecanismos de fertilizacidn del ovocito (51).

El reconocimiento del fendmeno gquimiotdctico durante el proceso
de fertilizacidn en otras especies (50), asi como la presencia de
receptores en la membrana celular del espermatozoide a productos del
dvulo (investimentos y/o 1liquide folicular) y a sustancias
quimiotdcticas sintéticas (88), permite formular la siguiente
pregunta:;Existen en el liquido folicular Sustancias que ejerecen un
efecto quimiotéctico sobre los espermatozoides en el humano?.

En este trabajo se efectuan experimentos para valorar la
presencia de actividad quimiotéctica en el liquido folicular hacia

los espermatozoides en el humano.
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OBJETIVGS.

1.- Investigar en el liquido de foliculos maduros la presencia de

actividad quimiotdctica hacia los espermatozoides en el humano.

2.- validar un modelo in vitro para analizar actividad guimiotictica

hacia espermatozoides.

HIPOTESIS.

Durante el ciclo menstrual de la mujer el liguido del foliculo
maduro contiene sustancia (s) gue ejerce (n) un efecto quimiotictico

sobre los espermatozoides. .
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MATERIAL Y METODOS.

Liguido folicular. El liguido folicular humano fué obtenido por
puncidn directa de los foliculos mayores de un centimetro durante la
laparoscopia efectuada a diez pacientes del programa de
transferencia tubaria de gametos (GIFT), todas ellas con ciclos
ovulatorios hiperestimulados con citrato de clomifeno,
gonadotropinas de mujer menopaiisica y gonadotropina coridnica humana
(89)., Otros liquidos foliculares fueron obtenides de tres pacientes
sanas ovulatorias, sin tratamiento médico durante el #iltimo ciclo
menstrual el cuval fué monitorizado con curva de temperatura basal y
a qguienes se efectud minilaparatomia exploradora a la mitad del
ciclo siguiente para oclusidn tubaria bilateral (programa voluntario
de esterilizacidn), previo consentimiento informado y escrito por
las pacientes. Log liquidos foliculares fueron clasificados al
momento de la recuperacion del Gvulo en maduros e inmaduros de
acuerdo a criterios morfoldgicos (90}. Determinando como liguido
folicular ﬁadugo, si el foliculo puncionado contenia un &vulo
preovulatorio; e inmaduro si los foliculos puncionados contenian un
évulo immaduro, atrésico o degenerade. Después de la recuperacidn
del O&vulo y transferencia tubaria, cada uno de los liquidos
foliculares sin diluir fué centrifugado a 3000 RPM x 10 minutos para
excluir los elementos celulares; el sobrenadante fué congelado y
almacendado en alicuotas para la subsecuente determinacidn hormonal
(estradiol, progestercna, testosterona y prolactina) y ensayo de

quimiotixis.
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Espermatozoides humanos. Las muestras de semen se obtuvieron de
tres varones adultos, donadores sanos (promedio de edad 32 afios),
con fertilidad comprobada. Previo al ensaye de guimiotdxis el semen
fug obtenido por masturbacidn y colectado en un recipiente de vidrio
estéril, permitiendo su licuefaccién en bafio Maria a 37°C, tomando
alicuotas de la muestra para el anilisis de semen. Solamente
aguellas muestras gque reunian los reguisitos de normalidad
propuestes por la OMS se utilizaron para el ensayo (volumen mayor de
2 ml, nimerc de espermatozoides mayor de 20 x 106/m1, mayor de 50%
de formas mdviles, mayor de 50% de formas normales, viabilidad mayor
de 50%, etc) (91). Otra alicuota se utilizd para conocer la
concentracién espermdtica (nimero total de espermatozoides por
mililitro), utilizando el mEtodo del hemocitometro 6. cdmara de
Neubauer (92). Para el cual se requiere hacer una dilucidn de 1:20
de semen con solucidn espermicida para poder efectuar eltconteo en
la cdmara de Neubaver, y hacer el cidlculo de la concentracién
espermitica segin la siguiente fSrmula:

Concentracién espermitica=nimero de espermatozoides contados x
factor de multiplicacién (10,000} x factor de dilucidn.

[a muestra gue reunid los requisitos previos de normalidad, fud
ajustado su volumen £inal con medio HAM-F10 para obtener una
concentracién espermitica de cuatro millones de células por
mililitro. Se dejaron en tubos de ensayo alicuotas de 1 ml colocadas

en forma vertical en bafio Maria a 37°C por 30 minutos para permitir
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el ascenso de las formas con mayor movilidad, tomando de la muestra
solamente las clulas del sobrenadante para el ensayo de quimiotdxis
(50 micrelitros conteniendo aproximadamente 200,000 espermatozoides
con mds del 80% de formas mdviles).

Factor quimiotictico. E1l péptide gquimiotdctico N-Formyl-L-
Methoionyl-l~Leucyl-L-Phenylalanine (Sigma Chemical Co. St. Louis,
Mo) fué almacenado a -20°C en forma concentrada (107°M) en dimetil
sulféxido (DMSO). Hasta el ensayo de guimiotfxis se efectuaron las
diluciones de 107" a 107%M con solucién PBS 0.0 M (Nali,PO,H.0 1.8
M, NazHPO47HzO 0.01 M, NaCl 0.14 M).

Ensayo de quimiotiixis. Los ensayos realizados para valorar la
migracidn celular contra 'un gradiente de factor quimiotdctico,
fueron hechos en una matriz de agarosa de acuerdo al método
propueste por Cutler (93). Se prepard agarosa al 0.8% con solucidn

HPO, 0.04 M, KH 0.7 mM, NaCl 0.03

211P0, 2P0

de Baker (glucosa 0.16 M, Na 4
M, pH 7.8).

Preparacidn de la agarcsa. Se disolvieron 100 mg de agarosa M
{IXB-Broma, Sweden) en 125 ml de solucién de Baker, calentada en
bafio Maria a $6°C durante 10-15 minutos, reponiendo la pérdida de
volumen evaporada con sclucidn Baker. Una vez preparada la agarosa,
4 ml fueron agregados a cada laminilla de vidric de 7.5 cm x 2.5 cm
x 1 mm, dejando gelificar al medio ambiente; para efectuar tres

pozos en disposicidn lineal de 8 mm de didmetro cada pozo, con una

distancia de centrc a centro de 2.5 cm, la agarosa de los pozos fué
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removida con una pipeta de Pasteur conectada a un sistema de succidn
evitando la formacidn de burbujas o levantamiento de la placa de
agarosa. Posteriormente se dejaron por dos horas en bafio Maria a
37°C, ambiente himedo y 002 al 5%. Transcurrido el tiempo de
incubacién se agregaron 50 microlitres de la sustancia a probar
(liguido folicular) al primer pozo, 50 microlitros de semen (200,000
células) al pozo central y 50 microlitros de las sustancias contrel
al tercer pozo. Las sustancias utilizadas como controles negativos
fueron: solucidn de Baker y solucidn PBS, descartandose en estudio
piloto previo la utilizacién de HAM-F10 y plasma del donador de
semen por no presentar actividad. ILa sustancia utilizada como
control positivo fué el péptido sintdtico N-Formyl-L-Methionyl-
i~Leucyl-L-Phenylalanine (fMLP ) (B8). Las placas fueron incubadas en

cimara himeda a 37°C, ambiente de 0O, al 5% y O, al 95%.

2 2

Se valord la migracibn celular hacia los pozos periféricos a
diferentes tiempos (30 min-24 h) y a diferentes concentraciones de
las sustancias a probar y de los controles, para lo cval se fijaron '
las placas de agarosa con glutaraldehido al 2.5% y observadas
posteriormente con el microscopio de luz a una magnificacién de 40X.
La respuesta consistid en valorar el nimero de espermatozoides que
emigraron hacia los 'pozos periféricos, para lo cual se calculd el
promedic de cinco campos leidos al azar en cada pozo periférico.

La prueba estadistica utilizada para el andlisis de las

diferencias en el nimero de espermatozoides que emigraron hacia los
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pozos periféricos fué la prﬁeba de .t pareada para muestras

independientes {114-115}.
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RESULTADOS .

De las trece pacientes estudiadas, se obtuvieron 58 liquidos
foliculares de los cuales 20 correspondieron a liquidos foliculares
maduros y 38 a inmadurcs de acuerdo a criterios morfoldgicos y
bioquimicos. El promedio y la desviacidn estandar de los valores
obtenidos de estradiol, progesterona, testosterona y prolactina
para cada estado de madurez del foliculo puncionado, se muestran en
la figura 1. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el contenido de progesterona entre 1iguido
folicular maduro (LFM) y liquido folicular inmadure (LFI) (p<0.001),
testosterona {p €0.05) y prolactina (p<0.001); y no se observaron
diferencias en cuanto al contenido de estradiol entre el liguido
folicular maduro e inmaduro.

La razdn progesterona/estradiol mayor de diez, como indicador
bioquimico de madurez folicular fué estadisticamente significativa
(p£0.05) figura 2. '

validacidén del modelo in wvitro de quimiotdxis para
espermatozoides. Para determinar el nimero de espermatozoides en
cada pozo central, se efectuaron tres experimentos por duplicado
para valorar diferentes concentraciones de cé&lulas por cada 50

microlitros desde 5 a 100 c8lulas x 104, contralconcana

traciones de 107 M, 10”8 y 107124 ge1 quimiotictico fMLP.
Observandose a las 12 horas los siguientes resultados: a una

concentracién de 107%M del péptido fMLP la concentracidn de
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espermatozoides con mixima respuesta quimiotictica fué de S0 x 104

células, con un promedio y desviacidn estandar de 180 t 100; a una

8y ael péptido fMLP, 1la concentracidén de

concentracién de 10
espermatozoides con mixima respuesta quimiotdctica fué de 20 x 104
células en el pozo central, con un promedio y desviacidn estandar de
800 ¥ 300 célul_as; a una concentracidn de 10_:L2 M del péptido £MLP,
la concentracién de espermatozoides con mixima respue'sta
guimiotdctica fud de 5 x 104 células con un promedio de desviacidn
estandar de 145 I 75 células. Figura 3.

La respuesta gquimiotdctica de 1los espermatozoides a wuna

84 de £MLP en relacidn ab tiempo fué valorada en

concentracién de 10~
diferentes intervalos de tiempo cada 30 minutos las primeras 6 horas
y posteriormente cada 6 y 12 horas respectivamente, durante 24
horas. Los resultados de dos experimentos cada uno efectuado por
triplicado, mostraron gue el nimero de cdlulas que emigraron hacia
el pozo con la sustancia control no fué mayor de cien células en los .
diferentes tiempos; por otra parte, el pozo periférico que contenia
el quimiotdctico fMLP presentd el mayor nimero de células, ¢on un
promedio y desviacidn estandar de 739 t 270 c&lulas. Asi mismo se
observd la mixima respuesta a los 90 minutos, sin variar
significativamente en los siguientes tiempos. Figura 4.

El efecto de diferentes concentraciones del péptido fMLP sobre la
respuesta quimictictica de los espermatozoides a las 12 horas se

valord en cinco experimentos efectuados por duplicado, con 1los
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11M hasta 10_5M de

siguientes resultados: a concentraciones de 10
fMLP el promedico de cé&lulas que emigraron hacia los pozos
periféricos fué estadisticamente significativo, la mayor actividad
del guimiotdactico se alcanzd a la concentracidn de 10_8M con un
promedio y desviacidn estandar de 915 * 320 células (p<0.001). No

12 4M y 10'-3

se observaron diferencias a concentraciones de 10 M, 10~
M de fMLP. En los pozos control el niimero de células no fu@ mayor de
100. Figura 5.

Para valorar la respuesta gquimiotictica de los espermatozoides
hacia el liquido folicular maduro se efectuaron dos experimentos cada
uno por triplicado, conteniendo el pozo central una concentracidn de
células de aproximadamente 20 x 104, en un pozo periférico 50
microlitros de liguido folicular maduro v el otro pozo periférico 50
microlitros de solucién de Baker. Valorando la respuesta a los
siguientes intervalos de tiempo: cada 30 minutos las primeras 6
horas, posteriormente a las 6 y 12 horas respectivamente las
primeras 24 horas. La respuesta quimiotictica de los espermatozoides
hacia los pozos con la sustancia control no fu@ mayor de 150 células
en los diferentes intervalos de tiempo, mientras que la mayor
migracién celular hacia el pozo periférico que contenia el liquido
folicular maduro se observd a las 3 horas con un promedio y
desviacifn estandar de 820 ¥ 240 células (p < 0.001). La respuesta

en los siguientes intervalos de tiempo no variS significativamente.

Figura 6.
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El efecto de la concentracidn del 1iquido folicular maduro se
valord efectuando diluciones con solucidén de Baker. La respuesta
guimiotdctica de los espermatozoides hacia el liquido folicular
maduro a diferentes diluciones, en cinco experimentos por duplicado
valorada a las 12 horas fué la siguiente: el promedio y 1la
desviacidn estandar en el pozo con liquido folicular maduro sin
diluir fué de 790 ¥ 17 células; a diluciocnes de 1:2, 1:4, 1:8 el
pronedio de células fué estadisticamente significativo (p <0.05), no
observandose diferencias a diluciones de 1:16, 1:32 y 1:64 con
respecto al control en el cual el nimero de células no fué mayor de
150. Figura 7.

1A respuesta quimiotdctica de los espermatozoides hacia el
liquido folicular inmaduro a diferentes diluciones, se valord en
cince experimentos efectuados por duplicado. No se observd respuesta
quimiotdctica hacia los pozos con liquide folicular inmaduro y su

control negativo. Figura 8.
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CONCJAJSIO(‘&‘:‘S. .

Los diferentes experimentos efectuados demuestran la existencia
de una respuesta quimiotdctica de los espermatozoides al liquido
folicular clasificado como maduro, de acuverdo a los criterios
morfoldgicos y bioquimicos mencionados, principalmente la razdn
progesterona/estradiol mayor de diez. También se observa respuesta
quimiotictica al péptido sintétlico f-Met-Leu-Phe.

La respuesta es dependiente de la concentracién, tanto del
ligquido folicular maduro como del péptido f-Met-Leu-Phie y del tiempo
de exposicidn al estimulo.

El patrdn de respuesta de las c&lulas al estimulo quimiotdctico
es semejante, al de un sistema de saturacibn de receptores.

No se observa respuesta quimiotfctica al liquido folicular
inmaduro y sustancias control negativas (solucién de Baker vy

solucidén PBS).
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Ios valores hormonales obtenides de los 58 liquidos foliculares
analizados mostraron una correlacidn entre los criterios morfoldgi-
cos y bioguimicos utilizados como indicadores de madurez folicular.
Siendo un buen indicador bioquimico la razén pq/E2 mayor de 10 (p

0.05), estos resultados concuerdan con los previamente reportados
por Lobo y Seibel (77,78).

La demostracidn del efecto quimiotdctico de los péptidos
sintéticos del grupo N-Formil-Metionil sobre espermatozoides del
humano por Gnessi (88), y las ventajas de la utilizacidn de una
matriz de agarosa sobre la cémara de Boyden para la valoracidn de
quimiotéxis in vitro (93). Permitid efectuar los experimentos para
la validacidén del medelo in vitro con agarosa, para valorar
respuesta quimiotdctica de los espermatozoides. En nuestros
resultados se observd gque la mixima respuesta se alcanzé a una
concentracién de 20 x 10% células contra un gradiente de
concentracion de lO_BM del péptido fMLP. Comparando estos resultados
con los obtenidos por Gnessi, guien utilizd la cimara de Boyden para
valorar la respuesta quimiotdctica de los espermatozoides a
diferentes concentraciones de quimiotdctico sintético del grupo N-
~Formil-Metionil, encontrd que para el péptido fMLP, la mixima

9,

respuesta Se alcanzd a una concentracién de 10 °M, la cual es muy

semejante a nuestros resultados.



La respuesta guimiotdctica de los espermatozoides a una
concentracidn de 10°%M de fMLP, en funcidn del tiempo, mostrd que
inicialmente existe un incremento gradval en relacidn al tiempo de
exposicidn al gquimiotdctico, la cwal se inicia a los 30 minutos;
alcanzanda su mixima respuesta a los 90 minutos, manteniendo una
meseta y posteriormente declinando sin variar significativamente
respecto al control hasta las 24 horas. BEstas observaciones
sirvieron de base para valorar la respuesta a las 12 horas en los
siguientes experimentos.

Los experimentos para valorar dosis-respuesta a diferentes
concentraciones del quimiotictico sintético fMLP, sugieren que a
bajas concentraciones (10—1211) de fMLP s6lo un pequefio ndmero de
espermatozoides responden, pero conforme se alcanza el Optimo de 10—'8
M de fMLP se observa la mdxima respuesta de migracidn celular
(X=915 ¥ 320) y que a concentraciones por arriba del &ptimo (10_4
M) la respuesta quimiotdctica de las c¢8lulas no varia
significativamente respecto al control. Estos hallazgos son
compatibles con la hipdtesis, de que a dosis por debajo del Optime
del quimiotdctico, las ‘células pueden responder a gradientes en
ascenso, pero una vez alcanzadas concentraciones por arriba del
Sptimo, los receptores se encuentran saturados y la cé&lula es
incapaz de responder (83).

Ia respuesta quimiotdctica de los espermatozoides hacia el

liguido folicular maduro, en relacidn al tiempo y a diferentes
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concentraciones, mostrd un patrdn de respuesta de "linea sigmoidea",
semejante a la respuesta quimiot&ctica hacia péptidos sintéticos N-
Formil-Metionil, lo cual significa que la respuesta es muy sensible
a la concentracién del sustrato y que responde a un pequefio aumento
en &ste, con un incremento grande en la actividad; pero que una vez
alcanzada la saturacidn ya no hay respuesta.

La falta de respuesta quimiotéictica en el ligquido folicular
inmaduro se correlaciona con las observaciones clinicas de que
solamente alrededor del periodo periovulatorio se observa el mayor
nimero de espermatozoides tanto en la trompa uterina como en el

liguido peritoneal (10,11).
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